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Beschreibung 
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Zellen vor und sind in Nervenzellen fur die Generierung von Aktionspotentialen 
verantwortlich (Alberts etal., 1995). lonenkanale konnen aufgrund ihrer 
unterschiedlichen lonenselektivitat und anhand ihrer unterschiedlichen Offnungs- 
und SchlieGmechanismen unterschieden werden. 

Kaliumkanale sind ubiquitare Membranproteine, die sowohl in erregbaren, als auch 
in nicht erregbaren Zellen vorkommen (for review see (Jan, L. Y. et al., 1997). 
Offene Kaliumkanale bewegen das Membranpotential naher zum Kalium- 
Gleichgewichtspotential und damit weg vom Schwellenpotential zur Auslosung eines 
Aktionspotentials. Kaliumkanale festigen also das Ruhemembranpotential, 
repolarisieren die Zelle und bestimmen damit die Lange und die Frequenz. von_ 
Aktionspotentialen (Sanguinetti, M. C. et al., 1997; Wilde, A. A. et al., 1997; Wang, 
Q. et al., 1998). Aufgrund dieser Funktionen stellen Kaliumkanale auch die 
molekulare Ursache fur die Entstehung vieler pathologischer Situationen dar, und 
sind somit ein interessantes Ziel fur die Entwicklung therapeutischer Agens. 

Die Hefe Saccharomyces cerevisiae (nachfolgend S. cerevisiae) besitzt drei 
Kaliumkanale, TRK1, TRK2 und TOK1. Der Kaliumkanal TRK1 (YJL129c) gehort zur 
Familie der "Major Facilitator" Kaliumpermeasen und ist als hochaffiner 
Kaliumtransporter verantwortlich fur den Einstrom von Kaliumionen aus dem Medium 
in die Zelle (Gaber, R. F. et al., 1988; Ko, C. H. etal., 1990; Ko, C. H. et al., 1991). 
Die Deletionsmutante Atrkl ist auf mindestens 10 mM K + uberlebensfahig und stark 
polarisiert (Gaber, R. F. et al., 1988; Madrid, R. et al., 1998). Auf 1 mM K + uberlebt 
ein Atrkl Stamm nicht (Gaber, R. F. et al., 1988). 

Der Kaliumkanal TRK2 (YKR050w) gehort ebenfalls zur Familie der "Major 
Facilitator" -Kaliumpermeasen und ist als niederaffiner Kaliumtransporter 
verantwortlich fur den Einstrom von Kaliumionen aus dem Medium in die Zelle (Ko, 
C. H. etal., 1990; Ko, C. H. etal., 1991; Madrid, R. etal., 1998). DerPhanotyp der 
Atrk2 Deletionsmutanfeist wenige'r stark ausgepragt als fur die Atrk 7-Mutante. Ein 
Atrk2 Stamm uberlebt auch auf 1 mM K + (Ko, C. H. et al., 1990; Madrid, R. et al., 
1998). 

Der Kaliumkanal TOK1 ist verantwortlich fur den Einstrom von Kaliumionen aus dem 
Medium in die Zelle (Ketchum, K. A. etal., 1995; Fairman, C. etal., 1999). Die 
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Richtung des lonenstrome ist jedoch reversibel, und kann daherje nach 
Kulturbedingungen auch in die andere Richtung leiten (Fairman, C. et al., 1999). 
Die Deletionsmutante Atrkl Atrk2 wurde schon wiederholt beschrieben (Ko, C. H. et 
al., 1990; Ko, C. H. etal., 1991; Madrid, R. et aL, 1998; Fairman, C. et al., 1999). 
5 Diese Mutante wurde in der Vergangenheit auch dazu benutzt, K + -Kanale hoherer 
Eukaryoten durch Komplementation des Phanotyps zu identifizieren und zu 
beschreiben. Bislang berichtet wurde die Komplementation durch die inward rectifier- 
Kanale KAT1 cDNA (Arabidopsis thaliana), HKT1 cDNA (Triticum aestivium), IRK1 
(Mus musculus) und HKT1 K + /Na + -Transporter (Triticum aestivium) (Tang, W. et al., 
10 1995; Smith, F. W. etal., 1995; Goldstein, S. A. etal., 1996; Nakamura, R. L. etal., 
- - 1997). Zudem wurde beschrieben, dafi Uberexpression von TOK1 und dessen 
^ Homolog ORK1 aus Drosophila melanogaster, in der Hefezelle den 

Wachstumsdefekt der Atrkl Atrk2 -Mutante komplementieren kann (Fairman, C. et 
al., 1999). 

15 

Die Untersuchung von eukaryotischen Kaliumkanalen und Identifizierung von 
Substanzen, die die Aktivitat dieser Kaliumkanale modifzieren konnen gestaltet sich 
jedoch schwierig, da z. B. die humanen Kanale HERG1 oder Kv1.5 den lethalen 
Phanotyp von Mrk1 Mrk2 auf 5 mM KCI nicht komplementieren konnen. Somit ist 
20 kein Screening moglich. 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Identifizierung von lnhibitoren eines 
eukaryotischen Kaliumkanals, wobei 

a) eine mutierte S. cerevisiae Zelle verwendet wird, die die drei 

25 endogenen Kaliumkanale TRK1 , TRK2 und TOK1 nicht exprimiert; 

b) in dieser mutierten S. cerevisiae Zelle ein eukaryotischer Kaliumkanal 
heterolog exprimiert wird; 

^ - - - c)- die mutierte S. cerevisiae Zelle'mit "einer zu untersuchenden Substanz 
inkubiert wird; 

30 und 

d) der Effekt der zu untersuchenden Substanz auf den eukaryotischen 
Kaliumkanal bestimmt wird. 
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In der in dem Verfahren verwendeten mutierte S. cerevisiae Zelle sind die Gene 
TRK1, TRK2 und TOK1 (SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2 und SEQ ID NO. 3) 
ausgeschaltet (Atrkl , Atrk2, Atokl ), vorzugsweise durch knock out, wobei 
vorzugsweise grofte Teile der Gene deletiert werden. 

Der in dem Verfahren verwendete eukaryotische Kaliumkanal ist der Kaliumkanal, 
der untersucht werden soil - der Kanal, fur den Inhibitoren oder Aktivatoren 
identifiziert werden sollen. 

Der eukaryotische Kaliumkanal ist beispielsweise ein humaner HERG1 , humaner 
- Kv1t5 oder gplRKI (Meerschweinchen) Kanal. Der eukaryotische Kaliumkanal hat 
vorzugsweise die naturliche Sequenzdes betreffenden Kaliumkanals, beispielsweise 
kodiert durch eine der Sequenzen SEQ ID NO. 4, SEQ ID. NO. 5 oder SEQ ID NO. 
6. Die naturliche Sequenz des Kaliumkanals kann aber auch modifiziert, z.B. mutiert 
sein. 

Vorzugsweise wird die Nukleotidsequenz, die fur den eukaryotischen Kaliumkanal 
kodiert, in ein Hefe Expressionsplasmid, beispielsweise p423 GPD3 oder 
beispielsweise der pRS 42x- oder pRS 32x-Serie integriert und das rekombinante 
Expressionsplasmid in die mutierte S. cerevisiae Zelle eingebracht. 

Mit dem Verfahren sollen Substanzen identifiziert werden, die auf den 
eukaryotischen Kaliumkanal einen Effekt haben. Diese Substanzen inhibieren das 
Wachstum der mutierten S. cerevisiae Zelle. Eine zu untersuchende Substanz, die 
den heterolog exprimierten eukaryotischen Kaliumkanal inhibiert, bewirkt, dafi sich 
die mutierte S. cerevisiae Zelle - da sie keine endogenen Kaliumkanale exprimiert - 
schlechter bzw. langsamer teilt und vermehrt bzw. in einer besonderen 
Ausfuhrungsform der Erfindung abstirbt. 



Der Effekt der zu untersuchenden Substanz kann beispielsweise direkt uber 
Messung der optimalen Dichte bei 600 nm oder mit Hilfe eines konstitutiv in der 
mutierten S. cerevisiae Zelle exprimierten Wachstumsreporters bestimmt werden. 
Vorzugsweise kodiert der konstitutive exprimierte Wachstumsreporter fur ein Protein, 
das entweder selbst Fluoreszenz oder Lumineszenz zeigt oder das an einer 
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Reaktion beteiligt ist, die ein Fluoreszenz oder Lumineszenz-Signal liefert. Die fur 
den Wachstumsreporter kodierende Sequenz liegt vorzugsweise in einem Vektor 
vor. Als Wachstumsreporter sind beispielsweise das LacZ Gen fur (i-Galaktosidase 
oder die saure Phosphatase PH03 geeignet, die unter der Kontrolle eines 
5 konstitutiven Hefe Promotors exprimiert werden. Aus der melibaren Fluoreszenz 
oder Lumineszenz kann auf die Zellzahl der mutierten S. cerevisiae Zellen 
geschlossen werden. Wird keine bzw. weniger Fluoreszenz bzw. Lumineszenz 
gemessen, dann sind in der betreffenden Probe, weniger mutierte S. cerevisiae 
Zellen vorhanden. Sind weniger mutierte S. cerevisiae Zellen vorhanden, dann hat 
10 die zu untersuchende Substanz einen inhibierenden Effekt auf den eukaryotischen 
Kaliumkanal. - - - 

x i Die beschriebenen Verfahren lassen sich besonders gut automatisieren und fur eine 
Vielzahl von zu untersuchenden Substanzen parallel durchfuhren. In besonderen 
15 Ausfuhrungsformen der Erfindung werden zwei oder mehrere Verfahren 

vergleichend durchgefuhrt, wobei in zwei oder mehr mutierte S. cerevisiae Zellen 
vergleichend analysiert werden. Diese mutierten S. cerevisiae Zellen werden 
vorzugsweise mit der gleich Menge an zu untersuchender Substanz inkubiert, 
exprimieren aberden betreffenden eukaryotischen Kaliumkanal in unterschiedlichem 
20 Made. In einer anderen besonderen Ausfuhrungsform der Erfindung werden mutierte 
S. cerevisiae Zellen vergleichend analysiert, die den betreffenden eukaryotischen 
Kaliumkanal in gleichem Made exprimieren, aber mit unterschiedlichen Mengen an 
zu untersuchender Substanz inkubiert werden. 

25 Gegenstand der Erfindung ist auch eine mutierte S. cerevisiae Zelle, in der die 
endogenen Kaliumkanale TRK1, TRK2 und TOK1 nicht exprimiert werden. Eine 
weitere Ausfuhrungsform betrifft eine mutierte S. cerevisiae Zelle, in der die Gene 
TRK1, TRK2 und TOK1 ausgeschaltet sind; -vorzugsweise sind diese Gene durch 
knock out ganz oder teilweise entfernt oder wurden mutiert. Eine weitere 

30 Ausfuhrungsform betrifft eine mutierte S. cerevisiae Zelle, die nach dem Budapester 
Vertrag uber die internationale Anerkennung der Hinterlegung von Mikroorganismen 
fur die Zwecke von Patentverfahren bei der Deutschen Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Mascheroder Weg 1b, D-38124 
Braunschweig) unter DSM 13197 hinterlegt ist. 
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Bne besondere Ausfohrungsform der Erfindung betrim eine muttorte «s 

cerev,s,ae Zelle, die die Kaliumkanaie TRK. TRK2 und TOK1 nirh, ■ • 
Best.mmung von .oxischen Substanzen ve^ende. werden kann. ' 

und 

d) der ffl* der z U untersuchenden Substanz au, den euka^otischen 
Kaliumkanal bestimmt wird. 

emes eukaryotischen Kaliumkanals, wobei 

a) eine m uti er,e s. oerevisiae Ze„e verwende, wird, die die drei endogenen 
Ka ""^na.eTRK1,TRK2undTOK1nichtexprimier,. 

iroToo mU,ferten S ' CerSViSiae 2e " e ^ eu *~- Kaiiumkana, 
neterolog expnmiert wird; 



O die mutierte S. cerevisiae Zelle in Gegenwar, eines Inhibitors des 
eukaryofechen Kaliumkanals mi, einer.u un.ersuchenden Subs,an 2 
mkubiert wird- 



und 



d) der Effek, der 2 u un.ersuchenden Subs,an 2 auf den eukaryotischen 
Kaliumkanal bestimmt wird. 



Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung ei 



eines Arzneimittels, wobei 
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a) ein Inhibitor eines eukaryotischen Kaliumkanals identifiziert wird 

b) der .nhibitor nach bekannte.n chemischen-Verfahr.n-hefgester.t o6er 

isoliert wird, und 

c) der inhibitor mi, physiologisch vertraglichen Zusatzstoffen versett wird. 
15 Die Enlndung betriffl auch ein Verfahren 2 ur Hers.ellung eines Arzneimitteis, wobei 

a) ein Aktivator eines eukaryotischen Kaliumkanals identifiziert wird 

b) ^ Aktivator nach bekann.en chemischen Verfahren hergesteil, Oder 
isoliert wird, und 
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c) der Ak.iva.or mi, physiologisch vertragiichen Zusatestoffen versetz, wird. 

Abbildungen : 

ls d?i 1 ihe:rer ,sche pc : ,ur d,e Bes,ati9un9 des °^-^ kouts . Erlauterung 

Re.hen/Gelspuren s,ehe Text Beispiel 2, dreifach knock out. 

^- au,DPM 'Med 1 u m m,tdefiniertenKon Z entrationenanKC,b e ipH6.5. 

Figur 3: Wachstum der Stamme YM 189 b2 w. YM.90 (in Atrk2) . und YM194 
£ YM1 95 (in ^ Atrk2 Atok1) auf DPM Medium mi, 5 mM KC, ' 2 mM Rbdi 
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Figur 4: Wachstum der Stamme YM189 bzw. YM191 (in Atrkl Atrk2), und YM194 
bzw. YM196 (in Atrkl Atrkl Atokl) auf DPM Medium mit 5 mM KCI + 2 mM CsCI bei 
pH 6.5. 

5 Figur 5: Wachstum der Stamme YM194 bzw. YM195 (in Atrkl Atrk2 Atokl) in DPM 
Medium mit 5 mM KCI + 1 mM RbCI bei pH 6.5. („KON" = Kontrolle) 

Figur 6: Wachstum der Stamme YM194 bzw. YM196 (in Atrkl Atrk2 Atokl) in DPM 
Medium mit 5 mM KCI + 1 mM CsCI bei pH 6.5. („KON" = Kontrolle) 

10 ...... ■ ■ - 

Beispiele: 

Material und Stamme 

15 

Medien 

YPD (Hefe-Vollmedium): 1 % Bacto Yeast Extract, 2% Bacto-Pepton, 2% Bacto- 
Agar, 2% Glucose. 

SC (synthetic complete) Medium: 0.67% Bacto- Yeast Nitrogen Base, Aminosauren, 
20 2% Glucose. 

Sporulationsmedium: 1% Kaliumacetat, Aminosauren. 

5-FOA Medium: 0.67% Bacto-Yeast Nitrogen Base, Aminosauren, Uracil (50 
^ ^g/ml), 2% Zucker (Galactose oder Glucose), 0,1 % 5-FOA 
Alle Medien sind beschrieben in: (Fink, G. R. etal., 1991) 

25 

Aminosaure Dropout-Mix: 

L-Alanin 2 g; L-Arginin 2 g; L-Asparagin*H 2 0 2.27 g; L-Asparaginsaure 2 g; 

- . - - L-Cystein*HCI 2.6-g; L-Glutamin 2 g; L-Glutaminsaure 2 g; Glycin 2 g; myo-lnositol 
2 g; L-lsoleucin 2 g; L-Methionin 2 g; PABA 0.2 g; L-Phenylalanin 2 g; L-Prolin 2 g; 
30 L-Serin 2 g; L-Threonin 2 g; L-Tyrosin 2 g; L-Valin 2 g. 



Stocklosungen fur Marker-Aminosauren: 





mM 


g/i 




Adenin (100x) 


30 


5.53 


erwarmen (bis max.60°C) 


Leucin (60x) 


100 


HO HO 

13.12 


erwarmen 


Lysin (100x) 


100 


18.26 




Histidin (200x) 


60 


12.57 




Tryptophan (100x) 


40 


8.17 




Uracil (100x) 


20 


2.24 


in 0.5% NaHC0 3 -L6sung erwarmen 



Vitamin Stock (50 ml): Biotin 20 ug/l; Ca-Pantothenate 40 |jg/l; Thiamine 40 ug/l. 



Defined potassium medium (DPM): fur 1 .5 I (2x-Stock): 



(NH 4 , 2 HP0 4 8mM 3.2 g 

(NIV2SO4 29 mM 11.5g 

MgS0 4 2 mM 0.8 g (bzw. 6 ml von 1 M Stock) 

CaCI 2 0.2 mM 90 pg (bzw. 1 .2 ml von 0.5 M Stock) 

Vitamine Stock 120 //I 

Aminosaure Dropout-Mix 6 g 

Lysin 330 ml von 100x Stock 

Adenin 0.9 mM 30 ml von 100x Stock 

-»• mit HCI pH 6.5 (bzw. einen anderen pH-Wert) einstellen, autoklavieren 

Glucose 2 % von 40 % Stock 

KCI yon 1M Stock . - 

essentielle Aminosauren (aulier Lys/Ade)von Stocks 
Agar 



Puffer und Losungen: 

TE-Puffer: Tris/HCI (pH 7.5) 10 mM; EDTA (pH 8.0)1 mM; 
TAE-Puffer: Tris 40 mM; EDTA 1 mM; Essigsaure 0.2 mM; 
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SSC-Puffer (20x): NaCI3 M; Natriumcitrat*2 H 2 0 0.3 M; 

Gel-Ladepuffer: Bromphenolblau 0.05% (w/v); Sucrose 40% (w/v); EDTA, pH 8.0 0.1 
M; SDS 0.5% (w/v); 

Hybridisationspuffer: SSC 5x; SDS 0.1% (w/v); Dextransulfat 5% (w/v); Stopreagenz 
1:20; 

Puffer A (steril): Tris-HCI 1 00 mM; NaCI, pH 9.5 300 mM; 
Depurinationslosung: HCI 0.25 M; 
Denaturierungslosung: NaCI 1.5 M; NaOH 0.5 M; 
Neutralisationslosung: NaCI 1.5 M; Tris, pH 8.0 0.5 M. 



Oligonukleotide (Primer fur PCR's): 



Name 


Sequenz(5'-» 3') 


RE 


TRK1-FL-BamHI- 

i i \i\ i i i \—t a 1 1 1 1 ii 

Fo 


SEQ ID NO. 7: 

GCG'GATCCATGCA I I I I AGAAGAACGATGAGTAG 


BamH 
I 


TRK1-FI -P<;tl-Rp 

1 rxrx I i l_ i ill (AC 


SEQ ID NO. 8: 

AGGTTCTGCTGCA'GTTGGTGT 


1 Oil 


TRK1 -FL-Pstl-Fo 

1 1 XIX 1 1 1_ r OLI I KJ 


<5FO ID NO Q- 

ACACC AACTG CA' G CAG AACCT 


Pst\ 


TRK1 -FL-Xhol-Re 


SEQ ID NO 10" 

CGCTCGAGTTAGAGCGTTGTGCTGCTCCT 


Xho\ 


TRK1-Dia-Fo 


SEQ ID NO. 11: 

CCTTACCATTAGCATCACTGAT 




TRK1-Dia-Re1 


SEQ ID NO. 12: 

CTATTAACCA I I I CTCCGCTG 




URA-Rev 


SEQ ID NO. 13: 

GATTTATCTTCGTTTCCTGCAGGT 




TRK2-DEL-5-FO-B 


SEQ ID NO. 14: 

CAC'GTACGTCCAGCACAATTTCACAACAGCT 


Bsi\N\ 


TRK2-DEL-5-Re 


SEQ ID NO. 15: 

CAG'TCGACCTGGATGACGTCCTCTTAGCTG 


Sail 


TRK2-DEL-3-FO 


SEQ ID NO. 16: 

CAG AT'ATCATG CTG CC AAGTG ACAAACTG 


EcoR 
V 


TRK2-DEL-3-Re 


SEQ ID NO. 17: 

TCA'CTAGTTGtTGAfGGCTTTGGTTGGT 


Sp&\ 


TRK2-Dia-Fo 


SEQ ID NO. 18: 

GCGAAGAATAGGATGAGATGTG 




TRK2-Dia-Re1 


SEQ ID NO. 19: 
TTGTCGTGGGTCTTCTCTGG 




KAN-Rev 


SEQ ID NO. 20: 

GCTACCTTTGCCATGTTTCAGAA 




TOK1-DEL-5-Fo 


SEQ ID NO. 21: 

CAC'GTACGGCAAATTTATCGAGACTCTGCGA 


Ss/WI 
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TOK1-DEL-5-Re 


SEQ ID NO 22- 

AGG'TCGACCATATTGCCATATCCCAGCGT 


Sa/I 


TOK1-DEL-3-F0 


SEQ ID NO. 23: 

TGGAT'ATCACCTGATACGCCC 


EcoR 
V 


TOK1-DEL-3-Re 


SEQ ID NO. 24: 

CAA'CTAGTGCATACCAGTAGTATGAGACATGCTTG 


Spel 


TOK1-Dia-Fo 


SEQ ID NO. 25: 

CCTGAGTACTCAGTACCATCTTG 




TOK1-Dia-Re1 


SEQ ID NO. 26: 
CTGTAGATGCTGGGCATG 




Kv1 .5-GFP-Fo 


SEQ ID NO. 27: 

TACG TCGACATGG AG ATCGCCCTGGTG 


Sa/I 


Kv1.5-GFP-Re 


SEQ ID NO. 28: 

TACG'TCGACATCTGTTTCCCGGCTGGTG 


Sa/I 


HERGI-GFP-Fo 


SEQ ID NO. 29: .. - - - 

TACAT'CGATATGCCGGTGCGGAGGG 


C/al 


HERG1-GFP-Re 


SEQ ID NO. 30: 

TACG'TCGACACTGCCCGGGTCCGA 


Sa/I 



Vektoren: 



Bakterielle Vektoren 



Name 


Grolie (bp) 


Gene 


pcDNA3 
(Invitrogen) 


5446 


CMV-Prom., T7-Prom., Polylinker, Sp6-Prom., BGH 
poly (A), SV40 Prom., SV 40 ori, Neomycin R , SV 40 
poly (A), ColE1 ori, Amp R 


pcDNA3.1 (+/-) 
(Invitrogen) 


5432 


CMV-Prom., T7-Prom./priming site, MCS, pcDNA3.1 
reverse priming site, BGH poly (A), F1 ori, SV40 
Prom., SV 40 ori, Neomycin R , SV 40 poly (A), ColE1 
ori, Amp R 


pUG6 


4009 


/oxP-TEF2-Prom.-kanMX-/oxP-TEF2-Term., ori, Amp* 


pCR®-Blunt II- 
TOPO 


3519 


/ac-Prom./Op., M13 Reverse prim, site, LacZ-a ORF, 
SP6-Prom. prim, site, MCS, TOPO™-Cloning site, T7 
Prom. prim 1 site, Ml 3 (-20) Forward prim.. site, M1 3 (- 
40) prim, site, Fusion point, ccdB lethal gene ORF, kan 
gene, (/can-Prom., Kanamycin resistance gene ORF), 
Zeocin resistence ORF, pMB1 origin (pUC-derived) 


pCR® ll-TOPO 


3900 


LacZ-a gene, M13 Reverse prim, site, SP6-Prom., 
MCS, T7-Prom., M13 (-20) Forward prim, site, M13 (- 
40) Forward prim, site, f1 origin, Kanamycin resistance 



ORF, Ampicillin resistence ORF, pMB1 origin (pUC- 
de rived) 



Hefe Vektoren 



4tt 



Name 


Grolie 
(bp) 


Gene 


pSH47 


6786 


CEN6/ARSH4, URA3, CYC1-Term., CRE, GAL1-Prom., 
Amp 


p414 GAL1 


5474 


CEN6/ARSH4, TRP1, CYC1-Term., GAL1-Prom., Amp K 


p416GAL1 


5584 


CEN6/ARSH4, URA3, CYC1-Term., GAL1-Prom., Amp K 


p416 ADH 


6624 " 


CEN6/ARSH4, URA3, CYC1-Term., ADH-Prom., Amp K 


p423 GPD3 


6678 


2fj, HIS3, CYC1-Term., GPD3-Prom., Amp K 


p426 GAL1 


6417 


2jj, URA3, CYC1-Term., GAL 1 -Prom., Amp K 


p426 GAL1- 
yEGFP3 


7140 


2jj, URA 3, CYC1-Term., yEGFP3, GAL1-Prom., Amp K 


p426 GAL1-SP- 
yEGFP3 


7227 


2/j, URA 3, CYC1-Term., N-terminal 24 aa von Ste2, 
yEGFP3, GAL1-Prom., Amp R 



5 Stamme: 



Bakterienstamme: DH5a; One Shot™ TOP10 (Invitrogen) 

10 Hefestamme: 

Alle fur diese Arbeit generierten Hefestamme basieren auf dem diploiden 
Wildtypstamm: 

W303 MATa/a _ade2, his3-1 1-15,_leu2r3-1 12, trpl-1, ura3-1, can-1-1-00; - - 

ATCC-Nr. 208352. 
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Stamm 


Urspr. Name 


Mating-typ 


Gene 


YM 96 


w303 


MATa/a 


ade2, his3-11-15, leu2-3-112, trp1-1 , ura3-1 , 
can1-100 
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YM 97 


w303 


MATa 


ade2, his3-11-15, leu2-3-112, trp1-1, ura3-1, 
can1-100 


YM 98 


w303 


MATa 


ade2, his3-1 1 -1 5, leu2-3-1 1 2, trp1 -1 , ura3-1 , 
can1-100 



Die folgenden Hefestamme wurden generiert: 



Stamm 


Urspr. Name 


Mating 
typ 


Gene (aulier ade2, his3-11-15, leu2-3-112, 
trp1-1, ura3-1, can1-100) 


YM 1 23 


Atrkl in YM 96 


MATa" 


trk1::/7/sG-URA3-/?/sG 


YM 124 


Atrkl in YM 96 


MATa 


trk1::/7/'sG-URA3-/7/'sG 


YM 139 


Atokl in YM 96 


MATa/a 


tokl ::/oxP-KanMX-/oxP 


YM140 


Atokl in YM 123 


MATa 


trk1 ::/7/sG-URA3-/j/sG, tokl ::/oxP-KanMX- 
loxP 


YM 141 


Atokl in YM 123 


MATa 


trk1 ::/7/'sG-URA3-/7/'sG, tokl ::/oxP-KanMX- 
loxP 


YM 142 


Atokl in YM 96 


MATa/a 


tokl ::/oxP-KanMX-/oxP 


YM 143 


Atokl in YM 124 


MATa 


trk1 ::/7/'sG-URA3-/7/'sG, tokl ::/oxP-KanMX- 
loxP 


YM144 


Atokl in YM 124 


MATa 


trk1 ::/7/'sG-URA3-/7/sG, tokl ::/oxP-KanMX- 
loxP 


YM 154 


Atokl in YM 96 


MATa 


tokl ::/oxP-KanMX-/oxP 


YM 155 


Atokl in YM 96 


MATa 


tokl ::/oxP-KanMX-/oxP 


YM 156 


Atokl in YM 96 


MATa 


tokl ::/oxP-KanMX-/oxP 


YM 157 


Atokl in YM 96 


MATa 


tokl ::/oxP-KanMX-/oxP 


YM 158 


Atrk2 in YM 96 


MATa 


tr k2 : : /oxP-Kan M X-/oxP 


YM 159 " 


AtTk2 in YM 96 


MATa 


trk2::/oxP-KanMX-/oxP 


YM 160 


Atrk2 in YM 96 


MATa 


trk2::/oxP-KanMX-/oxP 


YM 161 


Atrk2 in YM 96 


MATa 


trk2::/oxP-KanMX-/oxP 


YM 162 


Atokl in YM 123 


MATa 


trk1::ft/'sG, tok1::/oxP 


YM 163 


Atokl in YM 123 


MATa 


trk1::/7/'sG, tok1::/oxP 


YM 164 


Atokl in YM 124 


MATa 


trk1::/7/'sG, tok1::/oxP 
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YM 165 


Atokl in YM 124 


MATa 


trk1::/7/'sG, tok1::/oxP 


YM 166 


YM 124 x YM 160 


MATa 


trk1 ::A?/sG-URA3-/7/sG, trk2::/oxP-KanMX- 
loxP 


YM 167 


YM 124 x YM 160 


MATa 


trk1 ::fc/sG-URA3-/?/sG, trk2::/oxP-KanMX- 
loxP 


YM 168 


YM 124 x YM 160 


MATa 


trk1 ::A7/'sG-URA3-/7/sG, trk2::/oxP-KanMX- 
loxP 


YM 169 


YM 124 x YM 160 


MATa 


trk1 ::/7/'sG-URA3-Aj/sG, trk2::/oxP-KanMX- 
/oxP 


YM 182 


Atrk2 in YM 165 


MATa 


trk1::/7/'sG, tok1::/oxP, trk2::/oxP-KanMX-/oxP 


YM 183 


YM 166" 


MATa 


trk1::/7/'sG, tok1::/oxP, trk2::/oxP-KanMX-/oxP 


YM 184 


YM 168 


MATa 


trk1::/7/'sG, tok1::/oxP, trk2::/oxP-KanMX-/oxP 


YM 185 


Kv1 .5-pRS426- 
Gal1-yEGFP3 in 
YM 97 


MATa 


pRS426-GAL1 mit Kv1 .5-GFP3, trk1 ::/?/sG, 
tokl ::/oxP, trk2::/oxP-KanMX-/oxP 


YM 186 


Kv1 .5-pRS426- 
Gal1-SP-yEGFP3 
in YM 97 


MATa 


pRS426-GAL1 mit N24 Ste2-Kv1 .5-GFP3, 
trk1::/7/'sG, tok1::/oxP, trk2::/oxP-KanMX-/oxP 


YM 187 


Kv1 .5-pRS426- 
Gal1-yEGFP3 in 
YM 182 


MATa 


pRS426-GAL1 mit Kv1.5-GFP3, trk1::/7/'sG, 
tokl ::/oxP, trk2::/oxP-KanMX-/oxP 


YM 188 


Kv1 .5-pRS426- 
Gal1-SP-yEGFP3 
in YM 1 82 


MATa 


pRS426-GAL1 mit N24 Ste2-Kv1 .5-GFP3, 
trk1::Ai/sG, tok1::/oxP, trk2::/oxP-KanMX-/oxP 


YM 189 


P423-GPD3 in YM 
168 


MATa 


p423-GPD3, trk1 ::/7/sG-URA3-A7/'sG, 
trk2::/oxP-KanMX-/oxP 


YM 190 


Kv1 .5-p423-GPD3 
in-YM 168" ' ' 


MATa 


p423-GPD3 mit Kv1.5, trk1::/?/sG-URA3- 
hisG, trk2::/oxP-KanMX-/oxP 


YM 191 


HERG-p423- 
GPD3 in YM 168 


MATa 


p423-GPD3 mit HERG, trk1 ::/7/sG-URA3- 
hisG, trk2::/oxP-KanMX-/oxP 


YM 192 


HCN2-p423- 
GPD3 in YM 168 


MATa 


p423-GPD3 mit HCN2, trk1 ::/?/'sG-URA3- 
hisG, trk2::/oxP-KanMX-/oxP 


YM 193 


IRK1-p423-GPD3 


MATa 


p423-GPD3 mit IRK1 , trk1 ::A7/'sG-URA3-/7/sG, 
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in YM 168 




trk2 : :/oxP-Ka n MX-/oxP 


YM 194 


P423-GPD3 in YM 
182 


MATa 


p423-GPD3, trk1::/7/sG, tok1::/oxP, 
trk2::/oxP-KanMX-/oxP 


YM 195 


Kv1.5-p423-GPD3 
in YM 182 


MATa 


p423-GPD3 mit Kv1.5, trk1 ::/?/'sG, tok1::/oxP, 
trk2::/oxP-KanMX-/oxP 


YM 196 


HERG-p423- 
GPD3 in YM 182 


MATa 


p423-GPD3 mit HERG, trk1::/7/sG, 
tokl ::/oxP, trk2::/oxP-KanMX-/oxP 


YM 197 


HCN2-p423- 
GPD3 in YM 182 


MATa 


p423-GPD3 mit HCN2, trk1 ::hisG, tok1::/oxP, 
trk2: :/oxP-KanMX-/oxP 


YM 198 


IRK1-p423-GPD3 
in YM 182 


MATa 


p423-GPD3 mit IRK1 , trk1 ::hisG, tokl ::/oxP, 
trk2::/oxP-KanMX-/oxP 


YM 199 


TRK1-p423-GPD3 
in YM 182 


MATa 


p423-GPD3 mit TRK1 , trk1 whisG, tokl ::/oxP, 
trk2::/oxP-KanMX-/oxP 



Klonierte Kaliumkanale: 



A) 



1.0 



T5 



systematischer Name 

Synonyme 

Familie 



KCNA5 

Kv1.5, (HK2, HPCN1) 

spannungsgesteuerter Katiumkanal, Shaker verwandte 
Subfamilie (Mitglied Nr.5), verzogerter Gleichrichter 
(delayed rectifier) 
chromosomale Lokalisation 12p13.32-p13.31 



Accession 
Protein 

Vorkommen im Gewebe 

Homologe 

Referenzen 

Snyders, D. J. et al., 1993) 



NID g4504818 
613 As, 67 kD 

Herz, pankreatische Inseln und Insulinoma 

mKcna5 {Mus musculus), 70% zu hHCN4 

(Roberds, S. L. et al., 1991; Curran, M. E. etal., 1992; 
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B) 

systematischer Name 
Synonyme 



HCN2 

BCNG2 (Brain cyclic nucleotide gated channel), HAC1 
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Familie durch Hyperpolarisation aktiviert und durch zyklische 

Nukleotide gesteuerter Kaliumkanal, gehort zur 
Superfamilie der spannungsgesteuerten Kaliumkanale 

chromosomale Lokalisation 19p13.3 
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Accession 

Protein 

Funktion 

Vorkommen im Gewebe 

Homologe 

Referenzen 



NID g4996893 g4775348 

889 As 

Schrittmacher 

Gehirn, Herz 

mHcn2 (Mus musculus) 

(Ludwig, A. et al., 1999) 



c) 



v*-r v systematischer Name 

Synonyme 
15 Familie 



KCNH2 

HERG1 (longer splice variant) 
spannungsgesteuerter Kaliumkanal, eag verwandte 
Subfamilie, Mitglied Nr.2 
chromosomale Lokalisation 7q35-q36 



Accession 
Eigenschaften 
20 beschleunigt 
Referenzen 



NID g4557728 g41 56210 
Kanalaktivierung durch K + -Kanal Regulator 1 

(Taglialatela, M. et al., 1998; Itoh, T. et al., 1998) 



systematischer Name 
25 Synonyme 
Familie 

Vorkommen im Gewebe 
Referenzen _ . .. 



KCNJ2 (guinea pig) 
Kir2.1, IRK1 

einwartsgleichrichtender Kaliumkanal 

Gehirn, Herz, Lunge, Niere, Placenta, Skelettmuskulatur 

(Tang, W. et -ah, -1995) ' 



30 Methoden: 



PGR: 



Protokoll fur Powerscript Polymerase (PAN Biotech): 



Mix fur unteren Reagenzansatz (Hot Start -Protokoll) (25 p\): 

3 //I H 2 0; 2.5 jj\ 10x OptiPerform™ Ill-Puffer, pH 9.2; 10 /j\ 1.25 mM dNTP's (= 

200 //M); 

1 .5 fj\ Primer Forward (20 pmol///l); 1 .5 //I Primer Reverse (20 pmol/yt/l); 1 .5 /vl 50 
5 mM MgCI 2 (= 1 .25 mM); 5 p\ 5x OptiZyme™ Enhancer. 
Mix fur oberes Reagenzansatz (35 //I): 

23 /j\ H 2 0; 3.5 jj\ 1 0x OptiPerform™ Ill-Puffer; 1.5/yl 50 mM MgCI 2; 0.5^/1 
PowerScript DNA Polymerase; 7 /;! 5x OptiZyme™ Enhancer . 



10 PCR-Programm (Hot-Start): 





1. " 


94° C fur 1 min 




2. 


94°C fur 1 min 










3. 


50-55°C (je nach Primer) fur 1 .5 min 




4. 


69-72°C (je nach Polymerase) fur 4 min 


15 


5. 


zuruck zu 2., 27x wiederholen 




6. 


4°C oo 




7. 


Ende. 



Protokoll fur AmpliTaq Polymerase (Perkin Elmer): 
20 Mix fur oberes Reagenz (Hot Start -Protokoll) (50 //I): 

18.1 /ylH 2 0;4.2 jj\ 10x Puffer II; 16.7/yl dNTPs; 2.5//I Primer Forward; 2.5 jj\ 
0 f Primer Reverse; 6 //I 25 mM MgCI 2 (= 1 .5 mM). 

Mix fur unteres Reagenz (50 /yl): 

42 fj\ H 2 0; 5jj\ 10x Puffer II; 1 //I AmpliTaq Polymerase; 2 jj\ Template. 
25 DNA-Reinigung 

Reinigung von PCR-Reaktionsansatzen: Die Reinigung von PCR- 
Amplifikationsprodukten erfolgte mit dem High Pure PCR Product Purification Kit 
(Roche) 



Phenolextraktion: Probenvolumen mit TE-Puffer auf 200 /vl auffullen. Zugabe von 
200 jj\ Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1), mischen und 1 min bei 
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maximaler Drehzahl zentrifugieren. Obere Phase in neues Eppendorfgefafi 
uberfuhren, Zugabe von 200 jj\ Chloroform/lsoamylalkohol, mischen, 1 min 
zentrifugieren. Obere Phase abnehmen, anschliefiend Ethanolfallung. 
Ethanolfallung: 5/vl 5 M NaCI und 20 /j\ 3 M NaAc (pH 5.7) zu einem Probenvolumen 
5 von ca. 200//I pipettieren. Das 2,5-fache Volumen an 100% Ethanol zugeben, 
mischen und mindestens 30 min oder langer bei - 20°C lagern, bei 4°C 10 min 
zentrifugieren, Pellet in 170 /j\ 70% kaltem Ethanol waschen, 3 min zentrifugieren 
und Pellet bei 37°C trocknen und in 30 jj\ H 2 0 resuspendieren. 
Reinigung von Plasmid-DNA aus E.coli: Die Reinigung von Plasmid-DNA aus E.coli- 
10 Ubernachtkulturen erfolgte mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit Protocol (Qiagen) 



„. , DNA-Praparation aus Saccharomyces cerevisiae: 

Die Hefezellen uber Nacht bei 30°C in 10 ml YPD inkubieren, morgens: 
Zentrifugieren fur 10 min bei 3000 Rpm und Pellet in 500 //I 1 M Sorbitol, 0.1 M 

15 EDTA (pH 7.5) resuspendieren und in ein Eppendorftube uberfuhren.Zugabe von 50 
fj\ Zymolase (5 mg/ml, in Sorbitol/EDTA)und 1 h bei 37°C inkubieren, 1 min 
zentrifugieren. Das Pellet in 500 jj\ 50 mM Tris, 20 mM EDTA (pH 7.4) 
resuspendieren. Zugabe von 50 jj\ 10% SDS, gut mischen und 30 min bei 65°C 
inkubieren, Zugabe von 200 /j\ 5 M KAc, 1 h auf Eis stellenund 10 min zentrifugieren. 

20 Den Uberstand (ca.650 in ein neues Eppendorftube uberfuhren und 1 Vol 
Isopropanol zugeben leicht mischen und 5 min stehenlassen. Entweder kurz 
abzentrifugieren oder ausgefallene DNA mit Glashackchen rausziehen und Pellet 
lufttrocknen lassen. Das Pellet bzw. DNA in 150 //I TE-Puffer resuspendieren, fur 10 

^ y min bei 65°C losen. 

25 

DNA-Klonierungstechniken: Samtliche DNA-Klonierungstechniken wurden gemafi 
Standardprotokollen durchgefuhrt. 



Hefetransformation (Lithium-Acetat-Methode): 
30 Den zu transformierenden Hefestamm in 5 ml geeignetes Medium uber Nacht bei 
30°C auf dem Schuttler inkubieren; morgens Verdunnen der Ubernachtkultur mit 
geeignetem Medium (OD 6 oo = 0.4-0.5) und Inkubation fur weitere 2 h auf dem 
Schuttler bei 30°C (OD 6 oo = 0.4-0.8). Zentrifugation fur 3 min bei 2500 rpm und Pellet 
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10 



15 



!0 



m« 26 m, s.eriiem H 2 C waschen. 2en.nfuga.ion for 3 min bei 2500 rpnr Pe„e, in 1 m , 

5 m,n be, RT ,nkub,eren. Zen W uga.ion «r 1 5 sec (Quickspin); Pe„e, mil 1 m , 100 
mM L,Ac waschen, Quickspin; Peiie.je nach Zelidich.e mi. 200-400,. 100 m M LiAc 
resuspend,eren und Aliquotieren in 50 ^1-Aliquo.s 
In der exakten Reihenfolge zugeben: 

240,1 PEG (50%>, Suspension durch sanf.es Pipettieren mischen 
36 „, 1 M LiAc, Suspension durch sanf.es Pipettieren mischen 

10* ss-sperm DNA (bei -20X gelagert, vor Gebrauch 10 Minu.en bei 80-90X 
erhitzen und dann auf Eis) 

2-3« Plasmid-DNA (bzw. 8-IOp. von Miniprep, wenn Knockout-Transformation, 
Suspension durch sanf.es Pipettieren mischen s'°™at,on), 

;~:zr mr 30 min bei 3o ° c im Oberkopf - Ro,a, ° r - — 

Transformationsansatz fur 15 min bei 42°C 

YPDres'u ' Pe '!T TE " PUffef reSUS ^" di — <•* Knockout: PeNe. in 300,, 

reS ™— ""d 4 h bei 30°C im Dberkopf-Rota.or inkubieren) 
pro Agarpiatte je 10 0 * (bei Knockout den gesamten Ansa*) ausplattieren und 
Inkubationf0r3-4dbei30-c pranieren und 

Sequenzierung: AB, PR.SM-Red.ProtokoH/AmpiiTaq^S V. B igDy eTermina.or 
Reaktionsansatz: 



Premix 


| 


DNA- 1 emplate 




SsDNA 


50 ng 


DsDNA 


250 ng " " 


PCR-Produkte (0.2-5 kB) 


10-50ng 


Primer 


3-10 pmol 


H 2 0 dis zu Endvolumen 


10 fj\ 



Thermocycler Protokoll (25 Zyklen): 
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1. 96°Cfur15s 

2. 96°Cfur15s 

3. 55°CfuM0s 

4. 60°Cfur4min 

5 5. zuruck zu 2., 24x 

6. 4°C oo 

7. Ende. 

Aufreinigung Reaktionsansatz (Centri Sep Spin Colums, Princeton Separations): 
0 Saule mit 750 p\ H 2 0 30-minvorquellen; Flussigkeit ablaufen lassen; 2 min bei 3000 
rpm zentrifugieren; Reaktionsansatz mit H 2 0 auf 20 p\ auffullen und auf Saule 
geben; 2 min bei 3000 rpm zentrifugieren. 

Probenauftrag: in Sequenziertubes 4 p\ Centri Sep Eluat + 20 //I TSR (Template 
Suppression Reagent); 2 min bei 90°C denaturieren. 

Southern Blot: 

DNA-Sonde mit entsprechenden Restriktionsenzymen verdauen, mittels 
Gelelektrophorese auftrennen und aus dem Gel extrahieren. Ggenomische DNA 
uber Nacht mit entsprechenden Restriktionsenzymen verdauen und mittels 
Gelelektrophorese (1% Agarosegel) auftrennen 

Gel-Vorbehandlung: Taschen des Agarosegels abtrennen. Agarosegel 15 min in 
0.25 M HCI depurinieren, anschliefSend 2x in Aqua dest. waschen; Agarosegel 30 
min in 0.5 M NaOH denaturieren; Transfer mit dem Vakuum Blotter Model 785 
(BioRad): ein Fenster in die Mitte des Vinylblattes schneiden (Fensterdichtung), am 
Rand jeweils 0.5 cm kleiner als das Gel Nylonmembran und Filterpapier 
-zurechtschneiden, am Rand jeweils 0.5 cm grofier afs das Fenster im Vinylblatt und 
Nylonmembran in Aqua dest. anfeuchten, anschliefJend Nylonmembran und 
Filterpapier mit Transferlosung anfeuchten 
Aufbau der Apparatur (von unten nach oben): 

Basiseinheit, Vakuumbuhne, porose Vakuumplatte, Filterpapier, Nylonmembran, 
Vinylfenster, Agarosegel, AbschluBrahmen, Deckel 
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BioRad Vakuumpumpe 10 min vorwarmen, Vakuum anlegen (5 inches Hg) 
Gel am Rand leicht andrucken 

Transferlosung (ca.1 I 10x SSC) in oberes Reservoir geben;Transfer fur 90 min 
Vakuum ausschalten, Nylonmembran entfernen und in 2x SSC fur 5 min spulen, 
anschliedend zwischen Filterpapier lufttrocknen lassen DNA-lmmobilisierung: 
Nylonmembran auf UV-durchlafJige Klarsichtfolie legen und am Rand als positive 
Kontrolle Sonde aufgeben; in den UV-Stratalinker legen und Crosslinking starten 
(1200000 J 0); Lagerung der Membran in Klarsichtfolie Oder zwischen Whatman- 
Filterpapier bei Raumtemperatur bzw.4°C moglich. 

Gene Images Random Prime Labelling Module (Amersham): - .. . - 

Markierung der DNA-Sonde: DNA-Sonde 5 min bei 96°C denaturieren (Hitzeschock), 
danach auf Eis.10 //I Reaktionsmix (Nukleotidmix(5 x, Fluorescein-1 1-dUTP, dATP, 
dCTP, dGTP und dTTP in Tris-HCI, pH 7.8, 2-Mercaptoethanol und MgCI 2 ); 5 jj\ 
Primer (Random Nonamers); 1 //I Enzymlosung (Klenow-Fragment, 5 units/ml); 22 jj\ 
denaturierte DNA-Sonde; 12 //I H 2 0. 2 h bei 37°C inkubieren und 2 fj\ 0.5 M EDTA 
(=20 mM) zugeben, Aliquiots bei -20°C lagern Oberpriifung der 
Markierungseffizienz: 5x Nukleotidmix mitTE-Puffer 1/5, 1/10, 1/25, 1/50, 1/100, 
1/250 und 1/500 verdunnen; 5 jj\ DNA-Sonde mit 5 //I 1/5-Verdunnung auf einen 
Nylonmemranstreifen auftragen, kurz absorbieren lassen und 15 min bei 60°C in 
vorgewarmten 2x SSC waschen; die restlichen Verdunnungen, ohne die 1/5- 
Verdiinnung auf einem Referenzmembranstreifen auftragen und beide 
Membranstreifen unter UV-Licht betrachten -* Bestimmung der Probenintensitat. 
^ Hybridisierung: Nylonmembran (Blot) mit erwarmten Hybridisierungsbuffer (0.3 
ml/cm 2 ) fur 2 h bei 60°C im Drehofen vorhybridisieren; Puffer abgiefcen, davon 10 ml 
zuriickhalten; DNA-Sonde (20 jj\) denaturieren (5 min bei 96°C, danach auf Eis 
kuhlen); Sonde mit den 10 ml Puffer auf den Blot geben und uber Nacht im Drehofen 
bei 60°C hybridisieren. 

Waschschritte: 

15 min auf Platform-Schuttler in erwarmten 1x SSC, 0.1% (w/v) SDS; 15 min auf 
Platform-Schuttler in erwarmten 0.5x SSC, 0.1% (w/v) SDS 

Gene Images CDP-Sfar Detection Module (Amersham): 
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Abstop- und Antikorperreaktion: Blot bei Raumtemperatur 1 h in einer 1/10 — 
Verdunnung Stopreagenz in Puffer A auf Schuttler inkubieren; 
Antikorperlosung (an Anti-Fluorescein gekoppelte Alkalische Phosphatase, 5000x) 
mit 0.5% (w/v) BSA/Puffer A verdunnen, mit Blot in Folie einschweifien und bei 
5 Raumtemperatur 1 h auf Schuttler inkubieren; ungebundene Antikorperlosung durch 
3x 10 min Waschen in 0.3% Tween 20 in Puffer A entfernen 

Signalerzeugung und Detektion: Waschpuffer abgieften, Blot auf Klarsichtfolie legen; 

5 ml Detektionsreagenz aufgeben, 2-5 min reagieren lassen und wieder abgiefien 

(durch die Alkalische Phosphatase kommt es zu einer Lichtproduktion); in 
10 Klarsichtfolie einwickeln und in Dunkelkammer bei Rotlicht Film (Hyperfilm™ MP, 

Amersham) auflegen, 0.5-2 h in Filmkassette (BioMax, Kodak) wirken lassen, 
^ entwickeln und scannen; Blot kann bei 4°C in Klarsichtfolie gelagert werden. 



15 Beispiel 1: Konstruktion der spezifischen Deletionskassetten 

Alle Deletionen wurden nach Standardmethoden durchgefuhrt (Fink, G. R. et al., 

1991 ; Wach, A. et al., 1994; Guldener, U. et al., 1996; Goldstein, A. L. et al., 1999). 

Durch PCR mit den Primern TRK1 -FL-BamHI-Fo, TRK1-FL-Pstl-Re, TRK1-FL-Pstl- 
20 Fo und TRK1 -FL-Xhol-Re fur TRK1 , bzw. TRK2-DEL-5-Fo-B, TRK2-DEL-5-Re, 

TRK2-DEL-3-FO und TRK2-DEL-3-Re fur TRK2, sowie TOK1-DEL-5-Fo, TOK1-DEL- 

5-Re, TOK1 -DEL-3-Fo und TOK1 -DEL-3-Re fur TOK1 , wurde je ein etwa 500 bp 
^ langes Fragment amplifiziert, das jeweils die Anfangs- bzw. Endregion des Gens 

darstellt (s. Kapitel 2.3). Die amplifizierten Enden ermoglichen spater eine richtige 
25 Integration in das Hefegenom. Als DNA-Template diente der Hefestamm w303 a/a 

bzw. w303 a/a A trkl. 

Beispiel 2: Konstruktion der Einfach-, Doppel- und Dreifach-Mutanten 

30 

Beispiel 2 a: Einfach-Knockout 

Die konstruierten Deletionskassetten furTRKI, TRK2 und TOK1 wurden jeweils in 
den diploiden Hefestamm YM 96 (MATa/MATa) transformiert. Durch Wachstum der 
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fr/cV-Mutanten (YM123/124) auf (-)URA/Glc und der trk2- (YM158-161 ) bzw. tokl- 
Mutanten (YM154-157) auf YPD/Geniticin wurde uberpruft, ob die 
Deletionskassetten im Genom integriert waren, da der URA3-Marker in der TRK1- 
Deletionskassette ein Wachstum auf (-)URA-Medium ermoglicht, der KAN-Marker in 
5 der TRK2- bzw. TOK1-Deletionskassette ein Wachstum auf Geneticin (Fink, G. R. et 
al., 1991). 

Durch Replikaplattierung wurden die positiven Kolonien auf eine Sporulationsplatte 
ubertragen, worauf die Sporulation von MATa/MATa diploiden Zellen nach 18-24 h 
ohne vegetatives Wachstum erfolgt. Nach Zymolasebehandlung und erneutem 
10 Wachstum auf YPD wurden dann mit Hilfe des Dissektionsmikroskops von einigen 
- "Kolonien Tetraden in je 4~Sp6ren vereinzelt 

< Die Bestimmung des Matingtyps der Sporenkolonien erfolgte durch Paarung mit den 
(IP entsprechenden Testerstammen (Fink, G. R. et al., 1991). Die Selektion fur 

Vorhandensein der deletionskassette erfolgte durch replika-Plattierung auf -URA 
15 Medium (fur trk1) bzw. auf Geneticin -enthaltendem Medium fur trk2 und tokl. Nach 

Gewinnung der genomischen DNA der Transformanten durch Hefe-DNA 

Preparation, wurde das Ergebnis durch diagnostische PCR und Southern Blot 

bestatigt. 

20 Beispiel 2 b: Doppel-Knockout 

Die TOK1 -Deletionskassette wurde in die haploiden Atrkl -Hefestamme YM123 und 
YM124 transformiert und durch Wachstum auf YPD/Geneticin auf Integration der 

{ 

TOK1 -Deletionskassette selektiert. Das Ergebnis wurde mit diagnostischer PCR und 
25 Southern Blot uberpruft. Von den (+)URA3,(+)KAN (Atrkl Afo/c7)-Stammen wurden 

Glycerinkulturen angelegt (YM140, YM141, YM143 und YM144). 

Einzelkolonien wurden als Patches ausgestrichen, auf 5-FOA replikaplattiert und 
Kolonien selektioniert, die den URA3-Marker und ein /r/sG-Repeat aus der TRK1 : 

Deletionskassette eliminiert hatten (Fink, G. R. et al., 1991). Auf (-)URA/Glc 
30 wuchsen demnach keine Kolonien, da das URA3-Gen (in TRK1) zur Uracilsynthese 

fehlte, auf YPD/Gen dagegen uberlebten alle Kolonien, durch das Resistenzgen in 

der TOK1 -Deletionskassette. 
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Um den Kan-Marker aus dem Genom zu entfernen, wurden die (-)URA3-Mutanten 
mit dem Plasmid pSH47 transformiert, auf dem sich die Gene fur Cre-Rekombinase 
und Uracilsynthese (URA3) befinden. Positive Transformanten wuchsen auf (- 
)URA/Glc, durch Inkubation in (-)URA/Gal-Flussigmedium konnte dann die Cre- 
5 Rekombinase induziert werden. Dabei wird der Kan-Marker mit einem /oxP-Repeat 
eliminiert, zuruck bleibt ein loxP. 

Nach Einstellung der Ubernachtkultur auf eine OD 6 oo = 5 wurden die Verdunnungen 
1:10000 und 1:50000 auf (-)URA/Gal ausplattiert. Patches von Einzelkolonien, auf 
YPD/Gen replikaplattiert, zeigten kein Wachstum (das heifit der Kan-Marker wurde 
10 erfolgreich eliminiert). Um das Plasmid pSH47 wieder zu entfernen, wurde 
- anschliefiend erneut 2x auf 5-FOA selektidniert. Von deV(-)URA(-)KAN (Atrkl 
l Afo/cf)-Stammen wurden Glycerinkulturen angelegt (YM162, YM163 und YM164). 
\ # 

Beispiel 2 c: Dreifach-Knockout 

15 

Von Atrkl Atokl -Einzelkolonien (YM162 und YM164) wurden Ubernachtkulturen in 
YPD angesetzt, am nachsten Tag mit der Ss/WI/Spel verdauten TRK2- 
Deletionskassette transformiert und auf YPD/KCI/Geneticin ausplattiert. Nach einer 
Hefe-DNA-Praperation wurde der Dreifach-Knockout durch diagnostische PCR und 
20 Southern Blot bestatigt. 



Reihe oben von links nach rechts: 


Reihe unten von links nach rechts: 


1 . Marker 


1 . Marker 


2. YM 97 mit TRK1 DiaFo/Re1 


2. YM 182 mitTRKI DiaFo/Re1 


3. YM 97 mit TRK2 DiaFo/Re1 


3. YM 182 mit TRK2 DiaFo/Re1 


4. YM 97 mit TOK1 DiaFo/Re1 


4. YM 182 mitTOKI DiaFo/Re1 


5. YM 97 mit TRK1 DiaFo/URARe 


5. YM 182 mitTRKI DiaFo/URARe 


6. YM 97 mitTRK2 DiaFo/KANRe _ 


6. YM 182 mit TRK2 DiaFo/KANRe 


7. YM 97 mit TOK1 DiaFo/KANRe 


7. YM 182 mitTOKI DiaFo/KANRe 


8. frei 


8. frei 


9. YM 97 mit TRK1 DiaFo/Re2 


9. YM 182 mitTRKI DiaFo/Re2 


1 0. YM 97 mit TRK2 DiaFo/Re2 


1 0. YM 1 82 mit TRK2 DiaFo/Re2 


1 1 . YM 97 mit TOK1 DiaFo/Re2 


1 1 . YM 1 82 mit TOK1 DiaFo/Re2 
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Beispiel 3: Subklonierung und Transformation der humanen Kaliumkanale in die 
Doppel- bzw. Dreifachmutante 

Die humanen Gene HERG, HCN2, Kv1.5, sowie als Positivkontrollen TRK1 und 
5 IRK1 (Meerschweinchen), wurden mittels Restriktionsverdaus aus den 

Tragerplasmiden (HERG zwischen BamH\ in pcDNA; HCN2 zwischen Nco\IXho\ in 
pTLN; Kv1. 5 zwischen Nhe\/EcoR\ in pcDNA3.1(-); IRK1 zwischen BamHI/EcoRI in 
pSGEM) ausgeschnitten, durch Gelelektrophorese aufgetrennt und aus dem Gel 
extrahiert. Jeder humane Kaliumkanal wurde einzeln in den Hefevektor p423-GPD3 

10 (Mumberg, D. et al., 1995; Ronicke, V. et al., 1997) ligiert und in E.coli transformiert 
Durch Kontrollverdau der Plasmid-Praperatibheh und Sequenzierung konnte 
festgestellt werden, welche der Klone das humane Gen integriert hatten. Die 
Plasmide wurden anschliefiend in den Atrkl Atrk2 Doppel-Knockout (YM 168) und in 
den Atrkl Atrk2 Atokl Dreifach-Knockout (YM 182) transformiert, und auf (-)HIS/80 

15 mM KCI ausplattiert. 



Beispiel 4: Charakterisierung der Knockout-Stamme 

20 Beispiel 4 a: Wachstum der Doppel- und Dreifach-Mutanten bei verschiedenen 
K + -Konzentrationen und pH-Werten auf Kulturplatten 

Zum Vergleich des unterschiedlichen Kaliumbedarfs der verschiedenen Knockouts 
v ' wurden die Hefestamme YM 182, YM 168, und YM 97 (WT) auf DPM-Platten mit 
25 unterschiedlichen K + -Konzentrationen und unterschiedlichen pH-Werten inkubiert. 

Dazu wurden von den Glycerinkulturen zuerst Patches auf 100 mM KCI/pH 6.5 

ausgestrichen. Nach 2 Tagen Wachstum wurde auf 50 mM, 30 mM, und 5 mM KCI 

replikaplattiert. - - - 

Dieser Versuch zeigte, daft sowohl der Stamm YM168 (Atrkl Atrk2) t als auch der 
30 Stamm YM182 (Atrkl Atrk2 Atokl) auf 50 mM und 30 mM KCI lebensfahig ist. 

Zusatzlich zeigte sich, dafi der Stamm YM182 in Gegenwart von 30 mM KCI besser 
wuchs als der Stamm YM168. In Gegenwart von 5 mM KCI waren beide Stamme im 
Gegensatz zum Wildtyp-Stamm YM97 nicht uberlebensfahig. 
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Zum Test auf pH-Abhangigkeit wurden die drei Stamme zusatzlich auf 100 mM bzw. 
5 mM KCI/pH 5.0 und auf 100 mM bzw. 5 mM KCI/pH 4.0 replikaplattiert. Dieser 
Versuch zeigte, dad sowohl YM168 als auch YM182 bei pH4.0 in Gegenwart von 
100 mM KCI und 5 mM KCI nicht uberlebensfahig sind. Bei pH5.0 und 100 mM KCI 
5 ist der Wachstumsdefekt von YM168 starker ausgepragt als bei Stamm YM182. 
Der Wachstumsdefekt der Stamme YM168 (Atrkl Atrk2) und YM182 (Atrkl Atrk2 
Atokl) wird durch Expression von TRK1 vom Vektor pRS416GAL1 vollig 
kompensiert. 

Beispiel 4 b: Wachstum von Doppel- und Dreifach-Mutante bei verschiedenen K + - 
Konzentrationen in Flussigmedium 

Zur Charakterisierung der Stamme YM168 (Atrkl Atrk2) und YM182 (Atrkl Atrk2 
15 Atokl), auf denen alle weiteren Versuche basieren, wurde das Wachstumsverhalten 
der Hefestamme in Flussigkuitur untersucht. Zunachst wurden Uber-Nacht-Kulturen 
in DPM/80 mM KCI angesetzt und am nachsten Morgen mit DPM/5 mM KCI sowie 
mit DPM/15 mM KCI auf eine OD = 0.05 eingestellt. In definierten Zeitabstanden 
wurde mit Hilfe eines Photometers die Optische Dichte bei 600 nm bestimmt. 

20 

Diese Untersuchungen zeigen, daft der Wachstumsdefekt des Stammes YM182 bei 
5 mM KCI und bei 15 mM KCI weniger stark ausgepragt ist als bei Stamm YM168. 

Beispiel 5: Charakterisierung der humanen Kaliumkanale in Doppel- und Dreifach- 
Knockout 

Beispiel 5 a: Komplem_entationsverm6gen bei.K + -Mangel auf-Kultur-Platten - 

30 Die Stamme YM168 (Atrkl Atrk2) und YM182 (Atrkl Atrk2 Atokl) wurden jeweils mit 
den humanen Kaliumkanalen Kv1.5 ((Fedida, D. et al., 1998);YM190 bzw. YM195) 
und HERG1 ((Fedida, D. et al., 1998) ;YM191 bzw. YM196) in p423-GPD3 als 
Hefeexpression-Vektortransformiert. Als Positivkontrolle dienten gplRKI ((Tang, W. 
et al., 1995);YM193 bzw. YM198) in p423-GPD3 als Hefeexpression-Vektor 




(Mumberg, D. et al. f 1995; Ronicke, V. et al., 1997). Der leere Vektor p423-GPD3 
(YM189 bzw. YM194) diente als Negativkontrolle. Die transformierten Hefestamme 
wurclen auf (-)HIS/80 mM KCI-Medium ausplattiert. Danach wurden Patches von 
Einzelkolonien auf DPM/5 mM KCI (pH 6.5) replikaplattiert, urn die Fahigkeit zur 
5 Komplementation des Kaliummangels zu uberprufen. 

Diese Versuche zeigten, dafi die Positivkontrolle gplRKI (YM193 bzw. YM198) in 
p423-GPD3 den Wachstumsdefekt von Doppel- und Dreifach-Knockout vollstandig 
komplementiert. Der leere Vektor p423-GPD3 (YM189 bzw. YM194) als 
Negativkontrolle ist nicht in der Lage, den Wachstumsdefekt zu komplementieren. 

10 Der humane Kaliumkanal Kv1.5 komplementiert den Wachstumsdefekt von Doppel- 
. _ und-Dreifach-Knockout zwar, jedoch signifikant schlechter als die Positivkontrolle 
gplRKI . Zudem war die Komplementation in der Atrkl Atrk2 -Mutante deutlich 
schlechter als in der Atrkl Atrk2 Atokl -Mutante. Unter den gegebenen 
Versuchsbedigungen komplementiert der HERG1-Kanal den wachstumsdefekt von 

15 Doppel- und Dreifach-Knockout nicht. 



Beispiel 5 b: Wachstum in Gegenwart von Aktivatoren auf Kultur-Platten 

20 Urn den Einflufi von Aktivatoren auf die verschiedenen Kaliumkanale zu 

verdeutlichen, wurden die oben angefuhrten Stamme in Medien inkubiert, die 
folgende spezifische Aktivatoren enthielten. 

^ Kv1.5: Rb + verlangert die Hyperpolarisationsphase. Dies bedeutet, dafi der nach 

A ^ innen gerichtete K + -Strom langer anhalt und die Moglichkeit zur Komplementation 

25 des Wachstumsdefekts erhoht. 

HERG: Cs + verlangert die Hyperpolarisationsphase. Dies bedeutet, dafi der nach 
innen gerichtete K + -Strom langer anhalt und die Moglichkeit zur Komplementation 

des.Wachstumsdefekts erhoht-. Dieser kanal wird durch Cs + inhibiert. " 

IRK1: Cs + blockiert diesen Kanal. 

30 Die Versuche fur p423-GPD3-Kv1 .5 zeigten, dafi der humane Kv1 .5 -Kanal in der 
Gegenwart von 2 mM RbCI in der Lage ist, den Wachstumsdefekt der Atrkl Atrk2 
Afo/c7-Mutante vollstandig zu komplementieren (Fig. 3). Die Komplementation des 
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Wachstumsdefekt der Atrkl Atrk2 -Mutante ist deutlich schlechter (Fig. 3). Dies 
stimmt uberein mit den unter Beispiel 6 a dargestellten Ergebnissen. 

Die Versuche fur p423-GPD3-HERG zeigten, daft der humane HERG1 -Kanal in der 
Gegenwart von 2 mM CsCI in der Lage ist, den Wachstumsdefekt der Atrkl Atrk2 
Afo/c;/-Mutante vollstandig zu komplementieren (Fig. 4). Die Komplementation des 
Wachstumsdefekt der Atrkl Atrk2 -Mutante ist deutlich schlechter (Fig. 4). Dies 
stimmt uberein mit den unter Beispiel 6a dargestellten Ergebnissen. 

Beispiel 5 c: Komplementatioh "durch den Kv1 .5 -Kanals in der Atrkl Atrk2 Atokl- 
Mutante in Gegenwart von RbCI in Flussigmedium 

Die Hefestamme YM 194 und YM 195 wurden in DPM/-HIS/5 mM KCI mit 1 mM 
RbCI auf ihr unterschiedliches Wachstumsverhalten in Flussigmedium hin uberpruft. 
Hierzu wurden 10 ml Uber-Nacht-Kultur in DPM/-HIS/80 mM KCI angesetzt und am 
nachsten Morgen mit den entsprechenden Medien auf eine OD 6 oo = 0.05 eingestellt 
(20 ml Endvolumen). In definierten Zeitabstanden wurde mit Hilfe eines Photometers 
die Optische Dichte bei 600 nm bestimmt. 

Diese Versuche belegen eindeutig, dafi die Expression von KV1.5 vom Vektor p423- 
GPD3 in einem Hefestamm, derfurTRKI, TRK2 und TOK1 deletiert ist, den 
dadurch entstehenden Wachstumsdefekt komplementieren kann. 

In weiteren Versuchen konnte gezeigt werden, dafi die Komplementation des 
Wachstumsdefekts durch Kv1 .5, und ebenfalls von gplRKI , in der Gegenwart von 2 
mM CsCI inhibiert wird. 



Beispiel 5 d: Komplementation durch den HERG -Kanals in der Atrkl Atrk2 Atokl- 
Mutante in Gegenwart von CsCI in Flussigmedium 

Die Hefestamme YM 194 und YM 196 wurden in DPM/-HIS/5 mM KCI mit 1 mM 
CsCI auf ihr unterschiedliches Wachstumsverhalten in Flussigmedium hin uberpruft. 
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Hierzu wurden 10 ml Uber-Nacht-Kultur in DPM/-HIS/80 mM KCI angesetzt und am 
nachsten Morgen mit den entsprechenden Medien auf eine OD 6 oo = 0.05 eingestellt 
(20 ml Endvolumen). In definierten Zeitabstanden wurde mit Hilfe eines Photometers 
die Optische Dichte bei 600 nm bestimmt. Diese Versuche belegen eindeutig, dali 
5 die Expression von HERG1 vom Vektor p423-GPD3 in einem Hefestamm, der fur 
TRK1, TRK2 und TOK1 deletiert ist, den dadurch entstehenden Wachstumsdefekt 
komplementieren kann. 
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Tabelle 1: SEQ ID. NO. 1 



Nukleotidsequenz von TRK1 

ATGCATTTTAGAAGAACGATGAGTAGAGTGCCCACATTGGCATCTCTTGAAATACGATATAAAAAATCTTTCGGC 
CATAAATTTCGTGATTTTATTGCTCTATGTGGTCACTATTTTGCTCCAGTTAAAAAATATATCTTCCCCAGTTTT 
ATCGCGGTTCACTACTTCTACACGATATCCCTGACATTAATAACTTCAATCCTGCTATATCCCATTAAGAATACC 
AGATACATTGATACATTGTTTTTAGCAGCGGGCGCAGTTACACAAGGTGGCTTAAATACTGTGGATATCAACAAT 
CTAAGCTTATACCAACAAATTGTTCTGTATATCGTATGCTGCATATCAACACCAATTGCAGTTCATAGTTGCTTG 
GCATTTGTACGGCTTTACTGGTTTGAGCGCTACTTCGATGGTATTAGAGACTCTTCTAGACGAAATTTTAAGATG 
AGAAGAACGAAAACAATCTTAGAAAGGGAACTAACAGCAAGAACCATGACCAAGAATAGAACAGGTACCCAAAGA 
ACGTCTTATCCTAGGAAACAAGCTAAAACAGATGATTTCCAAGAAAAATTGT 

GATGAGCAGGACTCAGTTCACAGCGACCAGAATTCTCATGACATTAGTAGGGACAGCAGCAATAATAATACGAAT 
CACAATGGTAGCAGTGGCAGTTTAGATGATTTCGTTAAGGAAGACGAAACGGATGACAATGGAGAATATCAGGAG 
AACAACTCCTACTCGACGGTAGGTAGTTCGTCTAACACAGTTGCAGACGAAAGTTTAAATCAGAAGCCCAAGCCA 
^AGCAGTCTTCGGTTTGATGAGCCACACAGCAAACAAAGACCCGCAAGAGTTCCCTCAGAGAAATTTGCAAAAAGA 
AGGGGTTCAAGAGATATTAGCCCAGCCGATATGTATCGATCCATTATGATGCTACAAGGTAAGCATGAAGCAACT 
GCTGAAGATGAAGGTCCCCCTTTAGTCATCGGGTCCCCTGCGGATGGCACAAGATATAAAAGTAATGTCAATAAG 
CTAAAGAAGGCCACCGGCATAAATGGTAACAAAATCAAGATTCGAGATAAGGGAAATGAAAGTAACACTGATCAA 
AATTCCGTGTCAAGTGAAGCAAACAGTACGGCGAGCGTTTCGGACGAAAGCTCGTTACACACAAATTTTGGTAAC 
AAAGTACCTTCATTAAGAACAAATACTCATAGATCAAATTCGGGCCCGATAGCCATTACTGATAACGCAGAAACA 
GACAAAAAGCATGGGCCATCAATTCAATTCGATATAACTAAACCTCCTAGAAAAATTTCAAAAAGAGTTTCAACC 
TTCGATGATTTGAACCCAAAATCTTCCGTTCTTTATCGAAAAAAAGCATCGAAGAAGTACCTCATGAAACATTTT 
CCTAAAGCGCGGCGAATACGGCAACAAATTAAGAGAAGGCTTTCTACTGGTTCAATTGAGAAAAACAGCAGTAAC 
AATGTTTCAGATAGAAAACCTATTACTGATATGGATGATGATGATGATGACGATGACAACGACGGCGATAACAAC 
GAAGAATACTTTGCTGACAACGAAAGCGGCGATGAAGATGAACGAGTACAGCAGTCTGAACCACATTCTGATTCA 
GAACTCAAATCGCACCAACAACAGCAAGAAAAACACCAACTGCAGCAGAACCTGCACCGCATGTATAAAACCAAA 
TGATTTGATGATAATCGTTCAAGAGCAGTTCCTATGGAACGTTCCAGGACCATCGATATGGCAGAGGCTAAGGAT 
CTAAATGAGCTCGCAAGGACGCCTGATTTTCAAAAAATGGTCTATCAAAATTGGAAAGCCCATCATAGAAAAAAA 
CCGAACTTTAGGAAGAGGGGATGGAATAACAAGATATTTGAACATGGTCCCTATGCATCTGACAGCGATCGCAAT 
TATCCTGATAATAGTAATACTGGAAACAGTATTCTTCATTACGCAGAGTCTATTTTACATCATGATGGCTCTCAT 
AAAAATGGAAGCGAAGAAGCCTCTTCCGACTCTAATGAGAATATCTATTCCACGAATGGAGGAAGCGACCACAAT 
GGTCTTAACAACTATCCTACTTACAACGACGATGAAGAAGGCTATTATGGTTTACATTTCGATACCGATTATGAC 
CTAGATCCTCGTCATGATTTATCTAAAGGCAGTGGTAAAACGTATCTATCATGGCAACCAACTATTGGACGTAAC 
TCAAACTTCCTTGGATTAACAAGAGCCCAGAAAGATGAATTAGGTGGTGTCGAGTACAGAGCAATCAAACTTTTA 
TGCACCATATTGGTTGTCTACTACGTTGGATGGCATATTGTTGCTTTTGTTATGTTAGTACCTTGGATTATTTTG 
AAAAAGCATTATAGTGAAGTTGTTAGAGATGATGGTGTTTCACCTACATGGTGGGGATTTTGGACAGCAATGAGT 
GCATTTAATGATTTAGGTTTGACATTAACTCCAAATTCAATGATGTCGTTTAACAAAGCTGTATACCCATTGATC 
GTTATGATTTGGTTTATCATTATCGGAAATACAGGGTTTCCCATCCTTCTTAGATGCATCATTTGGATAATGTTT 
AAAATTTCTCCTGATTTATCACAGATGAGAGAAAGTTTAGGTTTTCTCTTAGACCATCCACGTCGTTGTTTCACC 
TTGCTATTTCCTAAGGCAGCTACATGGTGGCTACTTTTAACGCTTGCAGGATTGAATATAACTGATTGGATTTTA 
TTTATTATTCTAGATTTTGGCTCAACAGTTGTGAAATCATTATCGAAAGGCTATAGAGTCCTTGTCGGCCTGTTT 
CAATCTGTTAGCACAAGAACTGCTGGATTCAGCGTTGTCGATTTAAGTCAACTGCATCCTTCTATCCAAGTCTCC 
TATATGCTAATGATGTATGTCTCCGTATTACCATTGGCCATCTCTATTCGACGGACAAATGTTTACGAGGAGCAA" 
TCfTTAGGACTATATGGAGATATGGGGGGAGAACCAGAAGATACGGATACTGAAGACGATGGTAACGATGAAGAT 
GACGACGAGGAAAACGAGAGTCACGAAGGTCAAAGTAGTCAAAGAAGTAGTTCGAACAACAACAACAATAACAAC 
AGGAAAAAGAAAAAGAAAAAGAAAACTGAAAATCCAAATGAAATATCTACAAAATCCTTTATCGGTGCCCATTTA 
AGGAAACAGCTTTCATTTGACTTGTGGTTTCTATTTTTAGGGTTATTTATCATTTGCATTTGTGAAGGGGACAAG 
ATAAAGGACGTACAAGAACCAAACTTTAATATATTTGCAATTCTTTTTGAAATTGTTAGCGCTTACGGTACAGTT 
GGGCTATCGCTAGGTTATCCGGACACCAACCAATCGTTTTCAAGACAGTTTACTACATTATCTAAGTTGGTGATC 
ATAGCTATGCTGATCAGAGGCAAGAATAGAGGTCTACCATACTCACTGGATCGTGCAATTATCTTGCCTAGTGAT 
AGACTTGAACATATTGACCACCTTGAGGGCATGAAATTGAAGAGACAGGCTAGAACCAATACAGAAGACCCAATG 
ACGGAACATTTCAAGAGAAGTTTCACTGATGTGAAACATCGTTGGGGAGCTCTTAAGCGTAAGACCACACATTCC 
CGAAATCCTAAAAGGAGCAGCACAACGCTCTAA 
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Tabelle2: SEQ ID. NO. 2 
Nukleotidsequenz von TRK2 

ATGCCAACAGCTAAGAGGACGTCATCCAGGGCTTCGTTGGCACTGCCCTTCCAGTTACGGTTGGTGCACAAGAAA 
TCATGGGGCCATCGGCTAAGAGACTTCATTTCCGGGTTCTTAAAATCATGCAGACCCATTGCTAAATACGTTTTC 
CCCAACTTCATCGTGGTGCACTATATCTACCTGATCACGCTGTCGATTATCGGGTCCATTCTGTTATATCCGTGC 
AAGAACACGGCGTTCATCGATGTGCTATTTCTGGCTGCTGGAGCGTCTACACAGGGCGGGCTGGCCACCAAGAGC 
ACTAACGATTTCAACCTGTACCAGCAGATAGTGGTGTACGTCATTACATTGCTGTCCACGCCTATACTTATTCAT 
GGGTTTTTGGCCTTTGTCAGGCTGTATTGGTTTGAAAGGTACTTCGACAACATTAGGGATATCTCCAAACAGAAT 
TTTAAACTAAGAAGGACCATGACGTTGCAACAAAGGGAACTATCGGGCAGCAGTGGCAATGCCGCTCGAAGTAGG 
AGTTTCAAGGACAACCTGTTCCGTGGGAAGTTTGTTTCCAGAGAAGACCCACGACAATCCGCTTCAGATGTGCCG 
ATGGACTCTCCTGACACGTCCGCATTGTCCTCAATCTCACCGTTGAATGTTTCCTCCTCTAAGGAGGAATCCAGT 
GACACGCAAAGCTCGCCTCCAAACTTCTCAAGTAAGCGCCAACCCTCAGACGTTGACCCAAGAGACATTTACAAA 
TCGATAATGATGCTACAAAAACAACAAGAGAAGAGCAACGCAAACTCCACGGATTCTTTTTCGAGCGAGACCAAT 
GGACCCGCTTTCATTGTGCAGGAACGTCATGAGAGAAGAGCCCCCCACTGCTCACTGAAACGCCATTCTGTCCTG 
CCATCTTCTCAGGAATTGAACAAGCTAGCCCAGACGAAAAGTTTCCAGAAATTGCTTGGCTTGCGGAGAGATGAA 
GGTGACCATGACTACTTTGACGGTGCTCCTCACAAATATATGGTCACCAAGAAGAAAAAAATATCTAGAACGCAA 
TCATGTAACATCCCAACGTATACTGCTTCACCGAGTCCTAAAACCTCAGGCCAAGTAGTTGAAAATCATAGAAAC 
TTGGCCAAGTCGGCGCCTTCATCTTTTGTTGATGAGGAGATGAGCTTTTCACCGCAAGAGTCTTTGAATTTACAG 
TTCCAAGCGCACCCGCCCAAACCAAAACGACGTGAAGGTGATATAGGCCACCCCTTCACCAGAACAATGAGCACC 
AACTATCTATCGTGGCAGCCAACCTTTGGCAGAAACTCCGTCTTCATTGGACTCACAAAGCAACAAAAGGAGGAA 
CTCGGCGGTGTCGAATATCGTGCTTTGAGATTGCTGTGCTGCATTCTCATGGTATACTACATCGGATTCAACATT 
TTGGCGTTTGTGACCATCGTTCCATGGGCCTGTACGAGGCACCACTACTCAGAGATTATTAGACGAAATGGAGTT 
TCTCCAACCTGGTGGGGGTTTTTCACTGCAATGAGTGCATTCAGCAACTTGGGTCTGTCTTTGACCGCTGATTCA 
ATGGTTTCCTTTGATACTGCGCCGTATCCGCTGATTTTCATGATGTTCTTCATCATCATAGGCAATACAGGCTTC 
CCAATTATGTTACGATTTATCATTTGGATCATGTTCAAGACCTCGAGAGACCTATCTCAGTTTAAGGAAAGTCTT 
GGGTTTCTCTTGGATCATCCGCGCAGGTGTTTTACGTTGCTGTTCCCCAGCGGCCCCACATGGTGGCTGTTTACA 
ACTTTAGTCGTCTTAAACGCTACGGATTGGATTCTTTTCATAATTCTGGATTTCAACTCCGCTGTAGTAAGGCAG 
GTTGCTAAAGGTTATCGAGCTCTCATGGGCCTCTTCCAGTCTGTATGCACAAGAACTGCTGGATTCAACGTTGTT 
GACTTAAGTAAATTACACCCGTCCATTCAGGTGTCTTATATGCTAATGATGTACGTTTCGGTCCTGCCGCTGGCG 
ATTTCCATTAGAAGAACGAATGTTTATGAGGAGCAATCGTTGGGACTATACGATAGTGGACAAGATGACGAAAAT 
ATCACCCACGAAGACGATATAAAGGAAACAGACCATGATGGCGAATCCGAAGAGCGAGACACTGTATCTACAAAG 
TCCAAGCCGAAGAAACAGTCCCCAAAATCGTTTGTTGGTGCTCATTTGAGGAGGCAACTCTCTTTTGATTTATGG 
TACCTATTCCTTGGATTATTTATAATATGCATATGCGAGGGCAGAAAAATCGAAGACGTTAATAAACCTGATTTC 
AATGTCTTTGCTATATTGTTTGAAGTTGTTAGCGCTTATGGTACAGTGGGTTTGTCATTGGGTTACCCAAACACC 
AACACATCACTATCTGCCCAGTTCACCGTATTATCGAAGCTAGTCATAATTGCCATGCTAATAAGAGGAAGAAAT 
AGAGGTTTACCATACACTTTGGATCGTGCCATCATGCTGCCAAGTGACAAACTGGAACAAATTGATCGTTTACAA 
GATATGAAAGCTAAGGGTAAGTTGTTAGCCAAAGTTGGTGAGGATCCAATGACTACTTACGTCAAAAAGAGATCC 
CACAAACTGAAAAAAATAGCAACAAAGTTTTGGGGGAAGCATTA 



Tabelle 3: SEQ ID NO. 3 
Nukleotidsequenz von TOK1 

ATGACAAGGTTCATGAACAGCTTTGGCAAACAAAGGGTGGGATATGGCAATATGGCGACAGTGGAGCAAGAGAGC 
TCAGCTCAGGCTGTTGATTCTCATTCAAACAACACACCGAAGCAAGCTAAGGGTGTTCTTGCAGAGGAACTAAAG 
GATGCATTGCGGTTCCGGGACGAAAGAGTTAGTATTATTAATGCAGAGCCTTCTTCAACACTGTTCGTCTTTTGG 
TTTGTGGTTTCATGCTATTTCCCTGTGATTACTGCCTGCTTGGGTCCCGTAGCTAACACTATCTCGATAGCCTGT 
GTAGTTGAAAAATGGAGATCCTTAAAGAACAACTCCGTGGTGACAAATCCACGAAGCAATGACACCGATGTTTTG 
ATGAATCAAGTAAAGACAGTTTTTGATCCTCCTGGTATTTTTGCCGTTAATATCATCTCTTTGGTACTGGGTTTT 
ACGTCAAATATTATACTAATGCTACATTTCAGTAAG7UVGTTGACGTATCTTAAATCTCAGTTAATAAATATAACA 
GGATGGACAATAGCTGGAGGGATGCTTTTGGTGGACGTGATTGTATGCTCCTTGAATGACATGCCCAGCATCTAC 
AGTAAGACTATCGGATTTTGGTTTGCCTGTATCAGTTCTGGTCTATATTTGGTATGCACCATTATTTTAACAATA 
CATTTTATTGGATATAAATTAGGAAAATATCCTCCAACGTTCAACCTTTTGCCCAATGAAAGAAGTATCATGGCA 
TACACTGTACTATTGTCTTTATGGTTGATTTGGGGTGCGGGTATGTTTAGCGGTTTATTGCACATCACTTACGGA 
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AATGCATTATATTTCTGCACGGTATCATTATTAACCGTGGGACTAGGTGACATCCTGCCCAAGTCGGTTGGCGCC 
AAAATCATGGTTTTAATCTTTTCGCTATCTGGTGTTGTCTTGATGGGTTTAATAGTGTTTATGACAAGATCCATC 
ATTCAAAAGTCCTCTGGCCCAATTTTCTTTTTCCACAGAGTTGAAAAAGGCAGGTCCAAATCGTGGAAACATTAT 
ATGGATAGTAGTAAAAATTTATCTGAAAGGGAAGCGTTCGACTTAATGAAGTGTATCCGACAAACGGCCTCAAGG 
5 AAGCAGCATTGGTTTTCTTTGTCGGTGACTATTGCAATTTTCATGGCTTTTTGGTTATTGGGAGCTCTTGTATTC 
AAATTCGCAGAAAATTGGTCGTACTTCAATTGTATTTACTTTTGTTTCTTGTGCTTATTAACCATTGGATACGGA 
GACTATGCTCCAAGGACTGGTGCAGGCCGTGCTTTTTTTGTGATTTGGGCGTTGGGAGCCGTGCCATTAATGGGG 
G CTATC C TATCTAC AGTCGGTGATCTGTTGTTTG AC ATTTC C AC TT CTCTGGAT ATTAAGATCGGTGAATC ATTC 
AATAATAAAGTCAAGTCCATCGTTTTTAATGGGCGTCAAAGAGCACTTTCCTTTATGGTGAACACTGGAGAAATT 

10 

TTCGAAGAATCTGACACAGCTGATGGTGATCTGGAAGAAAATACAACGAGCTCACAATCCAGTCAAATTTCTGAA 
TTCAACGATAATAATTCAGAAGAGAATGATTCTGGAGTGACATCCCCTCCTGCAAGCCTGCAAGAATCATTTTCT 
TCATTATCAAAAGCATCTAGCCCAGAGGGAATACTTCCTCTAGAATATGTTTCTTCTGCTGAATATGCACTACAG 
GACTCGGGGACCTGTAATTTAAGGAACTTGCAAGAGCTACTTAAAGCCGTCAAAAAACTACATCGGATATGTCTG 
GCGGATAAAGATTACACACTTAGTTTTTCCGACTGGTCGTACATTCATAAACTACATTTGAGGAACATTACAGAT 
15 ATTGAGGAGTACACACGCGGACCCGAATTTTGGATATCACCTGATACGCCCCTCAAGTTCCCGTTAAATGAACCT 
CATTTTGCTTTTATGATGCTTTTCAAGAACATAGAAGAATTAGTTGGTAATCTAGTAGAAGACGAAGAGCTTTAT 
AAAGTTATAAGCAAAAGAAAATTTTTGGGTGAGCATAGAAAGACACTTTGA 



Tabelle4: SEQ ID NO. 4 
0) Nukleotidsequenz von HERG1 

ATGCCGGTGCGGAGGGGCCACGTCGCGCCGCAGAACACCTTCCTGGACACCATCATCCGCAAGTTTGAGGGCCAG 
AGCCGTAAGTTCATCATCGCCAACGCTCGGGTGGAGAACTGCGCCGTCATCTACTGCAACGACGGCTTCTGCGAG 
CTGTGCGGCTACTCGCGGGCCGAGGTGATGCAGCGACCCTGCACCTGCGACTTCCTGCACGGGCCGCGCACGCAG 
CGCCGCGCTGCCGCGCAGATCGCGCAGGCACTGCTGGGCGCCGAGGAGCGCAAAGTGGAAATCGCCTTCTACCGG 

25 

AAAGATGGGAGCTGCTTCCTATGTCTGGTGGATGTGGTGCCCGTGAAGAACGAGGATGGGGCTGTCATCATGTTC 
ATCCTCAATTTCGAGGTGGTGATGGAGAAGGACATGGTGGGGTCCCCGGCTCATGACACCAACCACCGGGGCCCC 
CCCACCAGCTGGCTGGCCCCAGGCCGCGCCAAGACCTTCCGCCTGAAGCTGCCCGCGCTGCTGGCGCTGACGGCC 
CGGGAGTCGTCGGTGCGGTCGGGCGGCGCGGGCGGCGCGGGCGCCCCGGGGGCCGTGGTGGTGGACGTGGACCTG 
ACGCCCGCGGCACCCAGCAGCGAGTCGCTGGCCCTGGACGAAGTGACAGCCATGGACAACCACGTGGCAGGGCTC 

30 

GGGCCCGCGGAGGAGCGGCGTGCGCTGGTGGGTCCCGGCTCTCCGCCCCGCAGCGCGCCCGGCCAGCTCCCATCG 
CCCCGGGCGCACAGCCTCAACCCCGACGCCTCGGGCTCCAGCTGCAGCCTGGCCCGGACGCGCTCCCGAGAAAGC 
TGCGCCAGCGTGCGCCGCGCCTCGTCGGCCGACGACATCGAGGCCATGCGCGCCGGGGTGCTGCCCCCGCCACCG 
CGCCACGCCAGCACCGGGGCCATGCACCCACTGCGCAGCGGCTTGCTCAACTCCACCTCGGACTCCGACCTCGTG 
CGCTACCGCACCATTAGCAAGATTCCCCAAATCACCCTCAACTTTGTGGACCTCAAGGGCGACCCCTTCTTGGCT 
35 TCGCCCACCAGTGACCGTGAGATCATAGCACCTAAGATAAAGGAGCGAACCCACAATGTCACTGAGAAGGTCACC 
CAGGTCCTGTCCCTGGGCGCCGACGTGCTGCCTGAGTACAAGCTGCAGGCACCGCGCATCCACCGCTGGACCATC 
CTGCATTACAGCCCCTTCAAGGCCGTGTGGGACTGGCTCATCCTGCTGCTGGTCATCTACACGGCTGTCTTCACA 
CCCTACTCGGCTGCCTTCCTGCTGAAGGAGACGGAAGAAGGCCCGCCTGCTACCGAGTGTGGCTACGCCTGCCAG 
CCGCTGGCTGTGGTGGACCTCATCGTGGACATCATGTTCATTGTGGACATCCTCATCAACTTCCGCACCACCTAC 

40 

GTCAATGCCAACGAGGAGGTGGTCAGCCACCCCGGCCGCATCGCCGTCCACTACTTCAAGGGCTGGTTCCTCATC 
GACATGGTGGCCGCCATCCCCTTCGACCTGCTCATCTTCGGCTCTGGCTCTGAGGAGCTGATCGGGCTGCTGAAG 
ACTGCGCGGCTGCTGCGGCTGGTGCGCGTGGCGCGGAAGCTGGATCGCTACTCAGAGTACGGCGCGGCCGTGCTG 
TTCTTGCTCATGTGCACCTTTGCGCTCATCGCGCACTGGCTAGCCTGCATCTGGTACGCCATCGGCAACATGGAG 
CAGCCACACATGGACTCACGCATCGGCTGGCTGCACAACCTGGGCGACCAGATAGGCAAACCCTACAACAGCAGC 

45 GGCCTGGGCGGCCCCTCCATCAAGGACAAGTATGTGACGGCGCTCTACTTCACCTTCAGCAGCCTCACCAGTGTG 
GGCTTCGGCAACGTCTCTCCCAACACCAACTCAGAGAAGATCTTCTCCATCTGCGTCATGCTCATTGGCTCCCTC 

ATGTATGCTAGCATCTTCGGCAACGTGTCGGCCATCATCCAGCGGCTGTACTCGGGCACAGCCCGCTACCACACA 

CAGATGCTGCGGGTGCGGGAGTTCATCCGCTTCCACCAGATCCCCAATCCCCTGCGCCAGCGCCTCGAGGAGTAC 
TTCCAGCACGCCTGGTCCTACACCAACGGCATCGACATGAACGCGGTGCTGAAGGGCTTCCCTGAGTGCCTGCAG 

50 GCTGACATCTGCCTGCACCTGAACCGCTCACTGCTGCAGCACTGCAAACCCTTCCGAGGGGCCACCAAGGGCTGC 
CTTCGGGCCCTGGCCATGAAGTTCAAGACCACACATGCACCGCCAGGGGACACACTGGTGCATGCTGGGGACCTG 
CTCACCGCCCTGTACTTCATCTCCCGGGGCTCCATCGAGATCCTGCGGGGCGACGTCGTCGTGGCCATCCTGGGG 
AAGAATGACATCTTTGGGGAGCCTCTGAACCTGTATGCAAGGCCTGGCAAGTCGAACGGGGATGTGCGGGCCCTC 
ACCTACTGTGACCTACACAAGATCCATCGGGACGACCTGCTGGAGGTGCTGGACATGTACCCTGAGTTCTCCGAC 

55 CACTTCTGGTCCAGCCTGGAGATCACCTTCAACCTGCGAGATACCAACATGATCCCGGGCTCCCCCGGCAGTACG 
GAGTTAGAGGGTGGCTTCAGTCGGCAACGCAAGCGCAAGTTGTCCTTCCGCAGGCGCACGGACAAGGACACGGAG 
CAGCCAGGGGAGGTGTCGGCCTTGGGGCCGGGCCGGGCGGGGGCAGGGCCGAGTAGCCGGGGCCGGCCGGGGGGG 
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CCGTGGGGGGAGAGCCCGTCCAGTGGCCCCTCCAGCCCTGAGAGCAGTGAGGATGAGGGCCCAGGCCGCAGCTCC 
AGCCCCCTCCGCCTGGTGCCCTTCTCCAGCCCCAGGCCCCCCGGAGAGCCGCCGGGTGGGGAGCCCCTGATGGAG 
GACTGCGAGAAGAGCAGCGACACTTGCAACCCCCTGTCAGGCGCCTTCTCAGGAGTGTCCAACATTTTCAGCTTC 
TGGGGGGACAGTCGGGGCCGCCAGTACCAGGAGCTCCCTCGATGCCCCGCCCCCACCCCCAGCCTCCTCAACATC 
CCCCTCTCCAGCCCGGGTCGGCGGCCCCGGGGCGACGTGGAGAGCAGGCTGGATGCCCTCCAGCGCCAGCTCAAC 
AGGCTGGAGACCCGGCTGAGTGCAGACATGGCCACTGTCCTGCAGCTGCTACAGAGGCAGATGACGCTGGTCCCG 
CCCGCCTACAGTGCTGTGACCACCCCGGGGCCTGGCCCCACTTCCACATCCCCGCTGTTGCCCGTCAGCCCCCTC 
CCCACCCTCACCTTGGACTCGCTTTCTCAGGTTTCCCAGTTCATGGCGTGTGAGGAGCTGCCCCCGGGGGCCCCA 
GAGCTTCCCCAAGAAGGCCCCACACGACGCCTCTCCCTACCGGGCCAGCTGGGGGCCCTCACCTCCCAGCCCCTG 
CACAGACACGGCTCGGACCCGGGCAGTTA 



Tabelle 5: SEQ ID NO. 5 
Nukleotidsequenz von K v 1-5 

ATGGAGATCGCCCTGGTGCCCCTGGAGAACGGCGGTGCCATGACCGTCAGAGGAGGCGATGAGGCCCGGGCAGGC 
TGCGGCCAGGCCACAGGGGGAGAGCTCCAGTGTCCCCCGACGGCTGGGCTCAGCGATGGGCCCAAGGAGCCGGCG- 
CCAAAGGGGCGCGCGCAGAGAGACGCGGACTCGGGAGTGCGGCCCTTGCCTCCGCTGCCGGACCCGGGAGTGCGG 
CCCTTGCCTCCGCTGCCAGAGGAGCTGCCACGGCCTCGACGGCCGCCTCCCGAGGACGAGGAGGAAGAAGGCGAT 
CCCGGCCTGGGCACGGTGGAGGACCAGGCTCTGGGCACGGCGTCCCTGCACCACCAGCGCGTCCACATCAACATC 
TCCGGGCTGCGCTTTGAGACGCAGCTGGGCACCCTGGCGCAGTTCCCCAACACACTCCTGGGGGACCCCGCCAAG 
CGCCTGCCGTACTTCGACCCCCTGAGGAACGAGTACTTCTTCGACCGCAACCGGCCCAGCTTCGACGGTATCCTC 
TACTACTACCAGTCCGGGGGCCGCCTGCGAGGGGTCAACGTCTCCCTGGACGTGTTCGCGGACGAGATACGCTTC 
TACCAGCTGGGGGACGAGGCCATGGAGCGCTTCCGCGAGGATGAGGGCTTCATTAAAGAAGAGGAGAAGCCCCTG 
CCCCGCAACGAGTTCCAGCGCCAGGTGTGGCTTATCTTCGAGTATCCGGAGAGCTCTGGGTCCGCGCGGGCCATC 
GCCATCGTCTCGGTCTTGGTTATCCTCATCTCCATCATCACCTTCTGCTTGGAGACCCTGCCTGAGTTCAGGGAT 
GAACGTGAGCTGCTCCGCCACCCTCCGGCGCCCCACCAGCCTCCCGCGCCCGCCCCTGGGGCCAACGGCAGCGGG 
GTCATGGCCCCCGCCTCTGGCCCTACGGTGGCACCGCTCCTGCCCAGGACCCTGGCCGACCCCTTCTTCATCGTG 
GAGACCACGTGCGTGATCTGGTTCACCTTCGAGCTGCTCGTGCGCTTCTTCGCCTGCCCCAGCAAGGCAGGGTTC 
TCCCGGAACATCATGAACATCATCGATGTGGTGGCCATCTTCCCCTACTTCATCACCCTGGGCACCGAACTGGCA 
GAGCAGCAGCCAGGGGGCGGAGGAGGCGGCCAGAATGGGCAGCAGGCCATGTCCCTGGCCATCCTCCGAGTCATC 
CGCCTGGTCCGGGTGTTCCGCATCTTCAAGCTCTCCCGCCACTCCAAGGGGCTGCAGATCCTGGGCAAGACCTTG 
CAGGCCTCCATGAGGGAGCTGGGGCTGCTCATCTTCTTCCTCTTCATCGGGGTCATCCTCTTCTCCAGTGCCGTC 
TACTTCGCAGAGGCTGACAACCAGGGAACCCATTTCTCTAGCATCCCTGACGCCTTCTGGTGGGCAGTGGTCACC 
ATGACCACTGTGGGCTACGGGGACATGAGGCCCATCACTGTTGGGGGCAAGATCGTGGGCTCGCTGTGTGCCATC 
GCCGGGGTCCTCACCATTGCCCTGCCTGTGCCCGTCATCGTCTCCAACTTCAACTACTTCTACCACCGGGAAACG 
GATCACGAGGAGCCGGCAGTCCTTAAGGAAGAGCAGGGCACTCAGAGCCAGGGGCCGGGGCTGGACAGAGGAGTC 
CAGCGGAAGGTCAGCGGGAGCAGGGGATCCTTCTGCAAGGCTGGGGGGACCCTGGAGAATGCAGACAGTGCCCGA 
AGGGGCAGCTGCCCCCTAGAGAAGTGTAACGTCAAGGCCAAGAGCAACGTGGACTTGCGGAGGTCCCTTTATGCC 
CTCTGCCTGGACACCAGCCGGGAAACAGATTTGTGA 



Tabelle 6: SEQ ID NO. 6: 
Nukleotidsequenz von IRK1 

ATGGGCAGTGTGCGAACCAACCGCTATAGCATTGTCTCTTCGGAAGAGGACGGCATGAAGTTGGCCACCATGGCA 
GTTGCCAATGGCTTTGGG^TGGGAAJ^GT 

GATGGCCACTGTAATGTTCAGTTCATCAACGTTGGGGAAAAGGGACAACGGTACCTTGCTGACATTTTTACTACG 
TGTGTGGACATTCGCTGGCGGTGGATGCTGGTTATCTTTTGCCTAGCTTTTGTTCTCTCGTGGCTGTTTTTTGGC 
TGTGTGTTTTGGCTGATAGCTTTGCTCCATGGAGATCTGGATGCATCTAAGGAGAGCAAAGCCTGTGTGTCTGAG 
GTCAACAGCTTCACAGCTGCCTTTCTTTTCTCCATTGAGACCCAGACAACCATCGGCTATGGGTTCCGATGTGTC 
ACGGATGAATGCCCGATTGCGGTGTTCATGGTTGTGTTCCAGTCAATTGTGGGCTGCATTATTGATGCTTTTATC 
ATTGGTGCCGTCATGGCAAAGATGGCAAAGCCAAAGAAAAGAAATGAGACTCTTGTCTTCAGTCACAATGCTGTG 
ATTGCCATGAGAGATGGCAAGCTGTGTTTGATGTGGCGAGTAGGCAACCTTCGGAAAAGCCACTTGGTAGAAGCT 
CATGTTCGAGCCCAGCTCCTCAAATCCAGAATTACTTCTGAAGGGGAATACATCCCCTTGGATCAAATAGACATC 
AATGTTGGCTTTGACAGTGGAATTGACCGTATATTTCTGGTATCCCCAATCACTATTGTCCATGAAATAGATGAA 
GATAGTCCTTTATATGATTTGAGCAAGCAGGACATTGATAATGCAGACTTTGAAATTGTTGTGATACTAGAAGGC 
ATGGTGGAAGCCACTGCCATGACAACACAGTGTCGTAGTTCTTATTTGGCCAACGAGATCCTTTGGGGCCACCGC 
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TATGAGCCAGTGCTCTTTGAGGAGAAGCACTACTATAAAGTGGACTATTCGAGGTTTCATAAGACTTACGAAGTA 
CCCAACACTCCCCTTTGTAGTGCCAGAGACTTAGCAGAAAAGAAATATATTCTCTCAAATGCTAACTCATTTTGC 
TATGAAAATGAAGTTGCCCTTACAAGCAAAGAGGAAGATGACAGTGAAAATGGGGTTCCAGAAAGCACCAGTACA 
GACACACCTCCTGACATCGACCTTCACAACCAGGCAAGTGTACCTCTAGAGCCCAGACCCTTACGGCGAGAATCG 
GAGATATGA 
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Patentanspruche: 

1. Verfahren zur Identifizierung von Inhibitoren eines eukaryotischen 
Kaliumkanals, wobei 

a) eine mutierte S. cerevisiae Zelle verwendet wird, die die drei 
endogenen Kaliumkanale TRK1, TRK2 und TOK1 nicht exprimiert ; 

b) in dieser mutierten S. cerevisiae Zeile ein eukaryotischer Kaliumkanal 
heterolog exprimiert wird; 

c) die mutierte S. cerevisiae Zelle mit einer zu untersuchenden Substanz 
~ ~ inkubiert wird; 

und 

d) der Effekt der zu untersuchenden Substanz auf den eukaryotischen 
Kaliumkanal bestimmt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei in der mutierten S. cerevisiae Zelle die 
Gene TRK1 , TRK2 und TOK1 ausgeschaltet sind (Atrkl , Atrk2, Atokl ). 

3. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 und 2, wobei der 
eukaryotische Kaliumkanal ein humaner Kaliumkanal ist. 

4. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 3, wobei der 
eukaryotische Kaliumkanal ein HERG1, Kv1.5 oder gplRKI ist. 

5. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 4, wobei der 
eukaryotische Kaliumkanal mutiert ist. 

6-. - Verfahren Verfahren nach" einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 5, wobei 
der eukaryotische Kaliumkanal in einem Hefe Expressionsplasmid vorliegt. 

7. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 6, wobei die 

mutierte S. cerevisiae Zelle einen Wachstumsreporter konstitutiv exprimiert. 
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Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 7, wobei eine zu 
untersuchende Substanz, die auf den eukaryotischen Kaliumkanal einen 
Effekt hat, das Wachstum der mutierten S. cerevisiae Zelle inhibiert. 

Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 7, wobei der Effekt 
einer zu untersuchenden Substanz auf den eukaryotischen Kaliumkanal durch 
Messung der Zellzahl der mutierten S. cerevisiae Zellen bestimmt wird. 

Verfahren nach Anspruch 9, wobei die Zellzahl uber die Fluoreszenz oder 
Lumineszenz eines konstitutiv exprimierten Wachstumsreporters bestimmt 
- wird. - - -- - 

Mutierte S. cerevisiae Zelle, dadurch gekennzeichnet, dafi die endogenen 
Kaliumkanale TRK1 , TRK2 und TOK1 nicht exprimiert werden. 

Mutierte S. cerevisiae Zelle, dadurch gekennzeichnet, dali die Gene TRK1 , 
TRK2 und TOK1 ausgeschaltet sind. 

Mutierte S. cerevisiae Zelle hinterlegt unter DSM 13197. 

Mutierte S. cerevisiae Zelle nach einem oder mehreren der Anspruche 1 1 bis 

13, wobei die S. cerevisiae Zelle einen eukaryotischen Kaliumkanal heterolog 
exprimiert. 

Mutierte S. cerevisiae Zelle nach einem oder mehreren der Anspruche 11 bis 

14, wobei der eukaryotische Kaliumkanal ein humaner Kaliumkanal ist. 

.Mutierte S. cerevisiae Zelle nach einem oder mehreren der Anspruche 11- bis 

1 5, wobei der eukaryotische Kaliumkanal ein HERG1 , Kv1 .5 oder gplRKI ist. 

Mutierte S. cerevisiae Zelle nach einem oder mehreren der Anspruche 11 bis 

16, wobei der eukaryotische Kaliumkanal mutiert ist. 
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Verfahren zur Herstellung einer mutierten S. cerevisiae Zelle, die die 
Kaliumkanale TRK, TRK2 und TOK1 nicht exprimiert, dadurch 
gekennzeichnet, da(i die Gene TRK1 , TRK2 und TOK1 durch knock out 
zerstort werden. 

Verwendung einer mutierten S. cerevisiae Zelle nach einem oder mehreren 
der Anspruche 11 bis 17 zur Identifizierung von Substanzen, die die Aktivitat 
des eukaryotischen Kaliumkanals inhibieren. 

Verfahren zur Identifizierung von Aktivatoren eines eukaryotischen 
-Kaliumkanals, wobei 

a) eine mutierte S. cerevisiae Zelle verwendet wird, die die drei 
endogenen Kaliumkanale TRK1, TRK2 und TOK1 nicht exprimiert; 

b) in dieser mutierten S. cerevisiae Zelle ein eukaryotischer Kaliumkanal 
heterolog exprimiert wird; 

c) die mutierte S. cerevisiae Zelle mit einer zu untersuchenden Substanz 
inkubiert wird; 

und 

d) der Effekt der zu untersuchenden Substanz auf den eukaryotischen 
Kaliumkanal bestimmt wird. 

Verfahren zur Identifizierung von Aktivatoren eines eukaryotischen 
Kaliumkanals, wobei 

a) eine mutierte S. cerevisiae Zelle verwendet wird, die die drei 
endogenen Kaliumkanale TRK1, TRK2 und TOK1 nicht exprimiert; 

b) in dieser mutierten S. cerevisiae Zelle ein eukaryotischer Kaliumkanal 
heterolog exprimiert wird; 

c) _die_mutierten.S. .cerevisiae Zelle in Gegenwart-eines Inhibitors des 
eukaryotischen Kaliumkanals mit einer zu untersuchenden Substanz 
inkubiert wird; 

und 

d) der Effekt der zu untersuchenden Substanz auf den eukaryotischen 
Kaliumkanal bestimmt wird. 
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Test-Kit enthaltend eine mutierte S. cerevisiae Zelle nach einem der 
Anspruche 1 1 bis 17. 

Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels, wobei 

a) ein Inhibitor eines eukaryotischen Kaliumkanals mit Hilfe eines 
Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 10 identifiziert wird , 

b) der Inhibitor nach bekannten chemischen Verfahren hergestellt oder 
isoliert wird, und 

c) der Inhibitor mit physiologisch vertraglichen Zusatzstoffen versetzt wird. 

Verfahren zur Herstellung eines"Arzneimittels, wbbei" 

a) ein Aktivator eines eukaryotischen Kaliumkanals mit Hilfe eines 
Verfahrens nach Anspruch 20 oder 21 identifiziert wird , 

b) der Aktivator nach bekannten chemischen Verfahren hergestellt oder 
isoliert wird, und 

c) der Aktivator mit physiologisch vertraglichen Zusatzstoffen versetzt 
wird. 
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Zusammenfassung: 

Die Erfindung betrifft Verfahren zur Identifizierung von Inhibitoren und 
Aktivatoren eukaryotischer Kaliumkanale, wobei eine mutierte S. cerevisiae 
Zelle verwendet wird, deren endogene Kaliumkanale TRK1, TRK2 und TOK1 
nicht funktionell exprimiert werden, die aber einen zu untersuchenden 
eukaryotischen Kaliumkanal heterolog exprimert. Desweiteren sind mutierte 
S. cerevisiae Zellen, die TRK1 , TRK2 und TOK1 nicht exprimieren, 
Gegenstand der Erfindung sowie die Herstellung und Verwendung dieser 
mutierten S. cerevisiae Zellen. 
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Figur 1 
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Figur 3 
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Figur 5 
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Figur 6 
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